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Chez les eucaryotes, la voie de protéolyse Ub/ protéasome 26S est responsable de la dégradation 
sélective de la plupart des protéines intracellulaires. Cette dégradation par le protéasome 26S est 
initiée par une polyubiquitination de la protéine réalisée grâce à l’action d’une cascade enzymatique 
impliquant 3 types d'enzymes nommées « ubiquitin-activating enzyme » (E1), « ubiquitin-conjugating 
enzyme » (E2) et « ubiquitin-protein ligase » (E3). Il existe différentes classes d’ubiquitines ligases 
(E3), parmi lesquelles la plus connue est le complexe SCF (Skp1-Cullin-F-box). La protéine SKP1 
fixe à la fois la Culline et la F-box qui va reconnaitre spécifiquement la protéine cible. Contrairement 
aux protistes, les champignons et certains vertébrés qui possèdent un unique gène SKP1 fonctionnel, 
de nombreux animaux et espèces de plantes présentent plusieurs SKP1 homologues. Vingt et un et 
trente deux gènes SKP1 ont été décrits respectivement chez Arabidopsis thaliana et Oryza sativa. En 
dépit de l’importance du complexe SCF, chez le riz, peu de travaux décrivent les interactions entre les 
dizaines de protéines « SKP1-like » et les centaines de protéines F-box. Dans un premier temps, nous 
avons collecté et analysé les séquences de 288 gènes « SKP1-like » appartenant à 17 espèces, dont la 
mousse Physcomitrella patens, cinq monocotylédones et 11 eudicotylédones. Les analyses structurales 
et phylogénétiques de ces gènes indiquent qu’ils peuvent être divisés en différentes sous-familles. Nos 
analyses ont montré qu’OSK1 et OSK20 chez le riz constituent une classe de gènes SKP1 à intron 
unique conservé. Dans un deuxième temps, nous avons étudié le profil d’expression des gènes 
« SKP1-like » chez le riz. Notre investigation sur le nombre d’EST a montré que les gènes OSK1 et 
OSK20 sont les plus largement représentés dans les bases de données EST publiques. La méta-analyse 
de l’expression des gènes « SKP1-like » chez le riz, indique que les gènes OSK présentent des profils 
d'expression hétérogènes selon les tissus et les conditions physiologiques. Les résultats des 
intearctions protéine-protéine en double hybride ont révélé que les protéines OSK présentent 
différentes capacités d’interactions avec les protéines F-box. Cependant, OSK1 et OSK20 semblent 
interagir avec la plupart des protéines F-box testées. Les études de localisation subcellulaire ont 
indiqué que OSK1 et OSK20 sont des protéines nucléaires et cytosoliques. En se basant sur les divers 
résultats obtenus dans ce travail, nous pouvons suggérer que chez le riz, les gènes OSK1 et OSK20 
sont fonctionnellement équivalents aux gènes ASK1 et ASK2 chez Arabidopsis thaliana. Nous 
pouvons également proposer les équivalents de ces gènes chez les autres espèces végétales dont le 
génome a été séquencé. 
Mots clés : SKP1, riz, analyses phylogénétiques, analyses structurales, méta-analyse, crible double 











In eukaryotes, the ubiquitin Ub/26S proteasome pathway is responsible for the selective 
degradation of most intracellular proteins. This cellular process is initiated by protein 
polyubiquitination mediated by a three-step cascade involving: an ubiquitin-activating enzyme (E1), 
an ubiquitin-conjugating enzyme (E2) and an ubiquitin-protein ligase (E3). The E3 ubiquitin ligases 
contain several classes, among which the best-known are Skp1-Cullin-F-box (SCF) complexes. The 
SKP1 protein binds both Cullin and F-box which recognizes specifically the target proteins. Whereas 
protists, fungi and some vertebrates have a single functional SKP1 gene, many animal and plant 
species possess multiple SKP1 homologues. Twenty one and thirty-two SKP1-related genes have been 
described respectively in the Arabidopsis and Oryza sativa genome. Despite the importance of the 
SCF complex, there have been a few reports of systematic surveys of interactions between the dozens 
of SKP1-like proteins and the hundreds of F-box proteins in rice. In a first step, we retrieved and 
analyzed 288 SKP1-like genes belonging to 17 species including the moss Physcomitrella patens, five 
monocots and 11 eudicots. Structural and phylogenetic analysis of rice OSK genes and other plant 
SKP1-like genes have indicated that the different members of the plant SKP1 can be split into 
different subfamily. Our analyses indicated that OSK1 and OSK20 belong to a class of SKP1 genes 
that contain one intron at a conserved position. In a second step, we studied expression profiles of the 
rice Skp1-like genes. Our EST survey indicated that OSK1 and OSK20 are the most widely 
represented genes in public EST databases. Meta-analysis of the expression of rice SKP1-like genes 
indicated that OSK genes exhibit an expression profile that was heterogeneous in terms of tissues, 
conditions and overall intensity. Yeast two-hybrid results revealed that OSK proteins display a 
differing ability to interact with F-box proteins. However, OSK1 and OSK20 seemed to interact with 
most F-box proteins tested. Subcellular localization studies indicated that OSK1 and OSK20 are 
nuclear and cytosolic proteins. Based on the results obtained in this study, we can suggest that rice 
OSK1 and OSK20 are likely to have similar functions as do the Arabidopsis ASK1 and ASK2 genes. 
Similarly, we suggest a list of functional equivalent in the other sequenced plant genomes. 
Key words: SKP1, rice, phylogenetic analysis, structural analysis, Meta-analysis, yeast two-hybrid 
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La protéolyse est un processus essentiel notamment pour la plante. Chez les eucaryotes, la 
voie de protéolyse ubiquitine-protéasome dépendante (Ub/ protéasome 26S) est responsable de la 
dégradation sélective d’un très grand nombre de protéines intracellulaires. Cette voie joue un rôle 
primordial non seulement pour la suppression de protéines anormales mais également pour la 
dégradation de protéines régulatrices impliquées dans de nombreux processus biologiques et 
cellulaires tels que la transcription, la progression du cycle cellulaire, la transduction des signaux 
hormonaux, la réponse aux stress et le développement floral. La protéolyse par ce système 
multienzymatique se déroule en deux étapes. La première étape consiste à la conjugaison de 
l'ubiquitine au substrat qui nécessite l'intervention de 3 enzymes (E1 (ubiquitin activating 
enzymes) ; E2 (ubiquitin conjugating enzymes) et E3 (ubiquitin ligases enzymes). La deuxième 
étape consiste en la dégradation par le protéasome 26S de la protéine cible ubiquitinée. Les E3 
sont les derniers acteurs de la cascade enzymatique d’ubiquitination, ce sont elles qui sont 
responsables de l’identification spécifique des protéines cibles. Un grand nombre de plantes 
possèdent plus de mille protéines E3 ligases, tel est le cas du riz et Arabidopsis thaliana. Il existe 
deux types de E3 ligases : les E3 ligases monomériques et les E3 ligases multimériques. Parmi 
les E3 multimériques, nous nous sommes intéressés aux E3 de type SCF. Ce complexe tire son 
nom de trois des quatre sous-unités (Skp1/Rbx1/Culline/F-box) qui le composent. Il s’agit d’une 
famille de E3 ligases majoritaire notamment chez les plantes. Ce complexe est impliqué dans de 
nombreux mécanismes de régulation et dans des voies de signalisation et de développement de la 
plante tels que : la réponse aux hormones, les rythmes circadiens, la photomorphogénèse, la 
floraison, le développement floral, la réponse aux facteurs abiotiques et biotiques 
Au cours de ce travail de thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés à la sous- 
unité Skp1 (S-phase kinase-associated protein) chez le riz. Il s’agit d’une protéine relativement 
petite (163 acides aminés) qui sert d'adaptateur entre la protéine Culline1 et la protéine F-box, 
qui reconnaît de manière spécifique le substrat. Chez les plantes, de nombreuses études réalisées 
sur la famille des protéines SKP1-like ont montré son rôle dans des voies de signalisations 
hormonales (voies de réponse à l’auxine, à l’acide jasmonique et à l’acide éthylique), mais 
également en réponse à la lumière et dans le développement floral et végétatif. Contrairement à 
la levure, les protistes, les champignons, certains vertébrés et l’Homme qui possèdent une unique 
Skp1 fonctionnelle, le riz possède 32 gènes « SKP1-like ». En outre, des études phylogénétiques 







ont montré que tous les gènes SKP1 dériveraient de l’ancêtre commun le plus récent (MRCA), 
qui serait représenté par ASK1 chez Arabidopsis et OSK1 chez le riz.  
Nous avons choisi dans ce travail de thèse, de caractériser les interactions entre chacune 
des protéines OSKs (SKP1) et les partenaires protéiques F-box, car contrairement à Arabidopsis 
thaliana, plante modèle chez les dicotylédones,  peu d’études systématiques de la capacité 
d’interaction des SKP1 ont été réalisées à ce jour chez le riz (Oryza sativa), plante modèle des 
monocotylédones. Par ailleurs, nous avons conduit des analyses structurales, phylogénétiques et 
d’expression sur l’ensemble des gènes SKP1 du riz, de la mousse Physcomitrella patens et de 15 
plantes monocotylédones et dicotylédones. 
Ce travail de thèse est composé de cinq parties :  
• 1ère partie : Au cours de l’analyse bibliographique de ce manuscrit et après 
un bref descriptif de la voie UPS ainsi que des E3 ligases, nous avons décrit en détail le 
complexe SCF (rôle du complexe SCF chez les plantes ; régulation du complexe SCF ; 
description des différentes sous-unités du complexe SCF et de manière plus approfondie la sous-
unité SKP1).  
• 2ème partie : Dans cette partie du manuscrit, nous avons décrit l’ensemble 
du matériel biologique et les techniques utilisées lors des expériences. En particulier, nous avons 
présenté la méthodologie utilisée pour l’analyse structurale de la famille des gènes SKP1, 
l’estimation du niveau d’expression des gènes OSKs et l’identification des interactions protéine-
protéine. 
• 3ème partie : Cette partie regroupe l’ensemble des résultats obtenus lors de 
ces travaux de thèse portant sur l’organisation génétique et structurale des gènes SKP1, l’analyse 
du profil d’expression des gènes SKP1 du riz, l’interaction entre les protéines OSKs et F-box par 
la technique du double hybride et la localisation subcellulaire des protéines OSK et F-box. 
• 4ème partie : Dans cette partie du manuscrit, nous avons confronté nos 
travaux à d’autres données bibliographiques afin de discuter nos résultats. 
• 5ème partie : Cette partie conclut ce travail et détaille quelques perspectives 









Figure 1 : Illustration d’un plant de riz  (source LAROUSSE). 
Pouvant atteindre près de 5 mètres de haut, la tige se termine par une inflorescence, la panicule, 
dont les ultimes ramifications, les pédicelles, portent des épillets. L'endosperme blanc contient les 
réserves alimentaires de la graine (protéines, sucres, graisses ...). Les racines embryonnaires ou 
séminaires poussent à la germination et ne survivent pas au-delà de la 7ème feuille. Les racines 













1. Le riz 
1.1. Généralités sur le riz  
 
Le riz (Oryza sativa L.) est la culture céréalière la plus importante dans le monde et il 
constitue la denrée alimentaire de base de plus de la moitié de la population du globe. Le riz est 
généralement considéré comme une graminée annuelle semi-aquatique. Une vingtaine d'espèces 
du genre Oryza ont été identifiées, mais la presque totalité du riz cultivé est de l'espèce Oryza 
sativa. Il est cultivé dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées chaudes pour son fruit 
riche en amidon. 90% de la production mondiale provient d'Asie 
(http://www.alliancesud.ch/fr/documentation/dossiers/riz/le-riz-dans-le-monde). En France 
métropolitaine, la production rizicole est limitée au delta du Rhône dans la région de Camargue. 
Lors de la campagne 2010-2011, le Conseil International des Céréales (CIC) avait estimé une 
hausse de la production mondiale de riz de 2%. Elle a atteint un niveau record avec 449 millions 
de tonnes. Selon le CIC, en 2011, la Chine est le premier producteur mondial (137,1 millions de 
tonnes) devant l’Inde (95,3 millions de tonnes), l’Indonésie (37,5 million de tonnes), le 
Bengladesh (32,7 millions de tonnes), le Vietnam (25,9 millions de tonnes) et le Pakistan (4,7 
millions de tonnes). Par ailleurs, selon la FAO (Food and Agriculture Organization), en 2012, la 
consommation alimentaire moyenne par habitant, en riz, devrait augmenter et passer à 56,8 kilos 
par personne, alors qu’elle était de 56,5 kilos en 2010-2011 
(http://www.fao.org/economic/est/publications/publications-sur-le-riz/suivi-du-marche-du-riz-
smr/fr/). 
1.2. Classification botanique et taxonomique  
 
D'un point de vue botanique, le riz est une monocotylédone de la famille des Graminées. Il 
s’agit d’une plante autogame qui émet de nombreuses tiges à partir du sol et peut mesurer de 0,6 
à 6m de hauteur. Ces dernières se terminent en une panicule ramifiée longue de 20 à 30 cm. 
Chaque panicule est composée de 50 à 300 fleurs ou "épillets", à partir desquels les grains se 








Le riz appartient à la tribu des Oryzées qui regroupe un nombre de genres variables qui 
selon les classifications comprend entre 7 et 16 genres. La tribu peut être divisée en deux sous 
tribus, Oryzinées et Zizaninées selon que les fleurs d'une même plante sont hermaphrodites ou 
unisexuelles. Oryza est l’un des deux genres les plus importants de la tribu des Oryzées avec 18 
espèces dont 2 sont cultivées. Le genre Oryza apparaît ainsi composé de 4 groupes d'espèces : 
Sativa, Latifolia, Meyeriana et Ridleyi et de deux espèces isolées : 0. brachynntha et 0. 
schlechteri. (Second, 1984). 
Les données taxonomiques considèrent que le genre Oryza compte lui-même 24 espèces 
(génomes A à K, 2n = 24 ou 48), dont deux sont cultivées, Oryza sativa (génome A, 2n = 24) à 
distribution mondiale et Oryza glaberrima (génome A, 2n = 24), cantonnée à l'Afrique de l'Ouest 
(IRRI, 2005).  
 
1.3. Diversité génétique et amélioration du riz  
 
La diversité génétique du riz est considérable avec plus de 150.000 variétés cultivées dans 
le monde et 107.000 accessions environ dans la banque de gènes de l'IRRI (dont 5.000 
accessions d'espèces sauvages). Cette diversité provient de croisements naturels d'O. sativa avec 
des formes sauvages ou adventices d'O. rufipogon ou de croisements intra-sativa combinés à la 
sélection naturelle et humaine depuis la domestication (Khush, 1987). Le riz est une espèce 
fortement bipolaire avec 2 groupes d'origines géographiques différentes, les indicas et les 
japonicas. Les analyses réalisées sur la distribution du polymorphisme le long du génome, ont 
permis de montrer que les types indica et japonica étaient des mosaïques de régions, issues soit 
du type ancestral indica, soit du type ancestral japonica. Les variétés indica comportent ainsi une 
majorité d'allèles indica (approximativement 80%) et quelques allèles japonica (environ 20%), et 
réciproquement pour les variétés japonicas (Second et Ghesquière, 1995). 
1.4. Le riz : un modèle d’étude  
 
Le riz est considéré comme étant la plante modèle des monocotylédones, tout comme 







(Sasaki et Burr, 2000). En effet, le génome du maïs est 5 fois plus gros et celui du blé 40 fois 
plus gros. Le projet international de séquençage du génome du riz (IRGSP) a été initié en 1998 ; 
il a abouti en 2004 au séquençage complet du gnome du riz qui consiste en 389 millions de bases 
contenant 37544 gènes positionnés sur 12 chromosomes. De plus, le riz présente d’une part, un 
haut degré de colinéarité chromosomique avec les autres espèces céréalières (blé, orge, maïs, 
sorgho) (Ohyanagi et al, 2006) ; d’autre part, c’est une plante annuelle facilement transformable 
par Agrobacterium. Par ailleurs, le progrès des études moléculaires et génétiques du 
développement de la plante a permis d’accumuler un grand nombre d’informations notamment 
en ce qui concerne l’expression des gènes et la fonction moléculaire des protéines ainsi que leur 
localisation cellulaire. Le riz n’est donc pas seulement un modèle d’étude de développement de 
la plante, mais aussi un modèle d’étude agronomique et évolutif des céréales (Itoh, 2005).  
 
2. La protéolyse  
 
Les protéines des bactéries et des cellules eucaryotes sont constamment synthétisées et 
dégradées. Il est donc clair, que la concentration en protéines dans la cellule est non seulement 
déterminée par la synthèse, mais aussi par la dégradation protéique. La protéolyse est un 
processus essentiel notamment pour la plante. En effet, de nombreuses protéines anormales 
résultant d’un certain nombre de mécanismes (les mutations, les erreurs de biosynthèse, 
l’exposition aux métaux lourds, le déficit nutritionnel, les dénaturations spontanées et les 
radicaux libres) peuvent s’accumuler dans la plante et devenir ainsi toxiques. Le catabolisme des 
protéines permet ainsi d’éviter les risques d’accumulations des protéines défectueuses qui 
perturberaient gravement le fonctionnement cellulaire (Vierstra, 1993). D’autre part, la 
protéolyse permet de conférer une demi-vie courte aux enzymes (ex. nitrate réductase, ATP 
sulfurylase, NADPH glutamate déshydrogénase) dont le taux dans la cellule doit être contrôlé 
selon l’état nutritionnel ou le stade de développement de la plante (Bascomb, 1987 ; Vierstra, 
1989). La protéolyse, assure également le recyclage en produisant des acides aminés. En effet, il 
a été démontré par exemple que pendant la germination de la graine, la plupart des provisions 
d’acides aminés nécessaires à la croissance du jeune plant, vient de la dégradation des protéines 
de stockage de la graine (Fincher, 1989). 
Figure 2 : Les différents mécanismes de la dégradation lysosomale (Ciechanover, 2005). 
Les vésicules lysosomales incorporent les protéines extracellulaires et intracellulaires. Les 
protéines extracellulaires s’associent aux récepteurs « receptor-ligand complex » ce qui conduit à 
l’endocytose et à la pinocytose. Les protéines intracellulaires ainsi que les  différents organites de 





En règle générale, les protéines sont dégradées par des enzymes protéolytiques, 
les protéases (ou hydrolases) réparties en deux systèmes principaux décrits ci-dessous. 
2.1. Le système lysosomal  
Les enzymes concernées sont des protéases actives en milieu acide. Ces enzymes sont 
localisées essentiellement à l’intérieur des vésicules lysosomales qui incorporent par endocytose 
les protéines à dégrader (Hershko et Tomkins, 1971). Elles agissent essentiellement sur les 
protéines intracellulaires à demi-vie longue et sur les protéines extra cellulaires. Trois 
mécanismes différents permettent la pénétration des protéines dans les lysosomes : l'autophagie 
(concerne l'ensemble des protéines présentes dans le cytoplasme), l'hétérophagie (concerne les 
protéines extracellulaires ayant pénétré par phagocytose, pinocytose ou endocytose) et le ciblage 
sélectif qui permet le passage direct des protéines à travers la membrane des lysosomes (Carillo 
et al, 1995) (Figure 2).  
2.2. Le système ubiquitine protéasome dépendant : historique et généralités 
En 1977, Etlinger et Goldberg ont mis en évidence un système protéolytique non lysosomal 
dépendant de l'ATP, en travaillant sur des lysats de réticulocytes qui ne contiennent pas de 
lysosome (Etlinger et Goldberg, 1977). Par la suite, en 1978, Hershko et Ciechanover en 
fractionnant ces extraits sur des colonnes de DEAE (résine Di Ethyl Amino Ethyl) ont observé 
des protéines qui contenaient un facteur nécessaire à l'activité protéolytique dépendante de 
l'ATP, qui après purification, s’est avéré être une petite protéine très stable d'environ 8,5 kDa 
(appelée APF-1 pour ATP-dépendent Proteolysis Factor 1) (Hershko et Ciechanover, 1979). Par 
la suite, des études complémentaires ont permis d’identifier APF-1 comme étant l'ubiquitine. 
C’est ainsi que fut découverte la voie ubiquitine-protéasome dépendante (Ciechanover et al, 
1980 ; Hershko et al, 1980 ; Ciechanover et al, 2006). Chez les eucaryotes, la voie de protéolyse 
ubiquitine-protéasome dépendante (Ub/ protéasome 26S) est responsable de la dégradation 
sélective de la plupart des protéines intracellulaires (Bahrami et al, 2002 ; Yao et al, 2006). Les 







fixation covalente de polymères d’Ub. Ces substrats polyubiquitinés sont par la suite reconnus et 
dégradés par le protéasome 26S alors que les groupements ubiquitines sont quant à eux recyclés 
(Hershko et Ciechanover, 1998 ; Pickart, 2001 ; Hoecker, 2005 ; Yao et al, 2006 ; Vierstra, 2003 
et 2009). Cette voie est non seulement importante pour la suppression de polypeptides anormaux, 
mais aussi pour la dégradation de protéines de régulation de courte durée de vie qui contrôlent de 
nombreux processus cellulaires y compris le cycle cellulaire, la transcription, la transduction des 
signaux hormonaux , le développement floral, le rythme circadien et la réponse aux stress (Xiao 
et Jang, 2000 ; Del Pozo et Estelle, 2000 ; Yao et al, 2006). 
 
3. La voie ubiquitine protéasome 26S (UPS)  
 
Chez les eucaryotes, la voie de protéolyse Ub/ protéasome 26S est responsable de la 
dégradation sélective de la plupart des protéines intracellulaires (Yao et al, 2006 ; Bahrami et al, 
2002). La protéolyse par ce système multienzymatique utilise une machinerie complexe qui 
fonctionne en deux grandes étapes de manière ATP dépendante. Tout d’abord, le substrat à 
dégrader est étiqueté par l’addition covalente d'une chaîne constituée de plusieurs molécules 
d'ubiquitine (Ub). Par la suite, cette chaine qui agit comme un signal de dégradation est ajoutée 
via une liaison isopeptidique sur une lysine du substrat à dégrader par l'action d'une cascade 
enzymatique impliquant 3 types d'enzymes appelées E1, E2, et E3. Le substrat polyubiquitiné est 
finalement reconnu et dégradé par le protéasome 26S alors que les groupements ubiquitines sont 
alors recyclés (Yao et al, 2006 ; Hershko et Ciechanover, 1998 ; Pickart, 2001). Chez 
Arabidopsis, le riz, Medicago et le maïs 1354 (~6% du protéome), 1387, 1011 et 1100 gènes 
codent respectivement pour l’ensemble des protéines de la voie UPS (Du et al, 2009).  
 
3.1. L’ubiquitination des protéines 
 
L’ubiquitination est une réaction qui apparait comme étant cruciale dans la plupart des 
processus cellulaires tels que : la transcription de gènes, la réparation et la réplication de l’ADN, 
le trafic et la localisation intracellulaire (Herrmann et al, 2007). Afin que les protéines cibles 
Figure 3 : Représentation schématique des différents types d’ubiquitination (D'après Hicke et 
al, 2005).   
Les protéines cibles sont étiquetées soit par mono-ubiquitylation (l’ubiquitine se fixe sur un seul 
résidu lysine (K), soit par multi-mono-ubiquitylation (l’ubiquitine se fixe sur plusieurs substrats 
lysine) et la poly-ubiquitylation (une chaine de polyubiquitine se fixe sur le résidu lysine). 
Figure 4 : Représentation schématique de la structure en 3 D de deux faces opposées de 
l’ubiquitine (d’après Vierstra, 2009). 
L'ubiquitine comporte 7 résidus lysine (en rouge) exposés à sa surface, accessibles et disponibles 
pour former différentes chaînes, de type et de topologie variés. Elle possède également à 
l’extrémité C’, une extension flexible se terminant par une glycine, la glycine 76. Cette glycine sert 






soient dégradées par le protéasome 26S, une modification de la protéine à dégrader doit être 
effectuée par la fixation covalente de polymères d’Ub (Vierstra, 2009).  
 
3.1.1. L’ubiquitine 
L'ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés 
(MQIFVK6TLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGK48QLEDGRTLSDY
NIQK63ESTLHLVLRLRGG76
Les protéines peuvent être modifiées soit par une seule ubiquitine (mono-ubiquitination) 
soit par des chaînes de poly-ubiquitine (poly-ubiquitination), sur un ou plusieurs résidus du 
substrat, au niveau d'une lysine le plus souvent; on parle alors de multi-mono-ubiquitination et de 
multi-poly-ubiquitination, respectivement (Hicke, 2005). La
), de masse moléculaire d'environ 8,5 kDa, présente dans toutes 
les cellules eucaryotes au niveau du noyau comme du cytoplasme mais absente chez les bactéries 
et archaea (Kerscher et al, 2006). Elle est très conservée au cours de l'évolution parmi les 
différentes espèces eucaryotes. En effet, l'ubiquitine humaine et celle de la levure partagent 96% 
d'identité pour leur séquence protéique. En 1987, les études réalisées par Vijay-Kumar ont 
montré qu'elle possède une structure globulaire compacte avec une extrémité en C-terminale 
libre et des résidus lysines situés en surface de la molécule (Vijay-Kumar et al, 1987).  
 mono-ubiquitination sert comme un 
signal important de régulation (Hoege et al, 2002). Elle permet notamment de réguler les voies 
de l’endocytose 
Plus précisément, l'ubiquitine comporte 7 résidus lysines exposés à sa surface, accessibles 
et disponibles pour former différentes chaînes, de type et de topologie variés. Les lysines sont 
présentes en position 6, 11, 27, 29, 33, 48 et 63 dans la séquence de l’ubiquitine (Figure 4) 
(Vierstra, 2009). D’après Arnason et Ellison, ce sont les Lys29, Lys48 et Lys63 de l’ubiquitine 
qui sont utilisées afin de former la chaine polyubiquitine (Arnason et Ellison 1994). Compte tenu 
de la distribution des différentes lysines, les chaînes ont une topologie très différente selon la 
(Hicke, 2001). Indépendamment de la dégradation lysosomale ou de 
l´endocytose, les mono-ubiquitinations ont été, entre autres, décrites pour intervenir dans la 
régulation de l´activité des histones ou de facteurs transcriptionnels (Hwang et al, 2003). La 
poly-ubiquitination est quant à elle destinée à l’adressage des protéines vers le protéasome pour 
leur dégradation (Figure 3). 
Figure 5 : Structure des dimères d’ubiquitine Ub2-K48 et Ub2-K63  (D'après Pickart et 
Fushman, 2004). 
Les régions hydrophobes sont représentées en bleu sur l’ubiquitine distale (K63-Ub2) et en jaune 
sur l’ubiquitine proximale (K48-Ub2). La lysine impliquée dans la liaison isopeptidique est 
représentée en rouge.  
Figure 6 : Représentation schématique de la liaison iso-peptidique (Andermarcher et al, 
2005). 
L’ubiquitine est conjuguée sur le substrat, via une liaison isopeptique, entre son extrémité 
carboxyle terminale et le groupement ε-NH2 des lysines acceptrices de ce dernier. Il s’agit d’une 







lysine de l'ubiquitine utilisée pour la conjugaison. En effet, une étude réalisée par Pickart et 
Fushman sur la structure de dimères d'ubiquitine conjugués via une liaison isopeptidique sur la 
lysine 48 ou 63 a montré, que le dimère Ub2-K48 a une structure très compacte, alors que le 
dimère Ub2-K63 a une structure "ouverte" (Figure 5) (Pickart et Fushman, 2004). 
De plus, il faut noter que, les chaines à Lys48 régulent de nombreuses protéines nucléaires, 
cytosoliques et membranaires du réticulum endoplasmique, en servant de signal de dégradation 
par le complexe protéolytique du protéasome 26S (Thrower et al, 2000). Les chaines à Lys63 
quant a elles, réguleraient l’endocytose de certaines protéines membranaires plasmiques (Hoege 
et al, 2002). 
De manière générale, L'ubiquitine est conjuguée à la protéine cible, via une liaison 
isopeptidique entre le groupement carboxylique de la glycine C-terminale et le groupement ε 
d'un résidu lysine du substrat (Figure 6) (Andermarcher et al, 2005). L’ubiquitination est donc 
un procédé de catalyse enzymatique entraînant la liaison de l'ubiquitine à une protéine (Thrower 
et al, 2000 ; Vierstra, 2009). Par ailleurs, plusieurs résidus lysines peuvent être ubiquitinés sur un 
même substrat (Pickart, 2001). Il faut noter également que le mécanisme d’allongement de la 
chaine d’ubiquitine est similaire à celui qui permet l’ubiquitination. Cette réaction contribue à la 
formation d’une liaison isopeptidique entre la glycine C-terminale de la nouvelle molécule 
d'ubiquitine sur un résidu lysine de la dernière molécule d'ubiquitine présente sur la chaîne en 
cours de formation (Vierstra, 2009). Il semble que l’ajout d’une chaine de 4 ubiquitines au 
substrat à dégrader soit nécessaire pour qu´un substrat soit reconnu efficacement par le 
protéasome 26S (Thrower et al, 2000). 
 
3.1.2. La cascade enzymatique 
 
La conjugaison de l'ubiquitine au substrat nécessite l'intervention de 3 enzymes (Pickart 
et Eddins, 2004 ; Vierstra, 2009) : « ubiquitin activating enzymes » (E1), les « ubiquitin 





Figure 7 : La voie ubiquitine (Ub) / protéasome 26S (UPS) (d’après Vierstra, 2009).   
E1 se lie tout d’abord à l’ubiquitine par l’intermédiaire d’une liaison thioester, cette réaction est 
ATP dépendante et conduit à l’activation de l’ubiquitine. Ensuite ,cette molécule est transférée sur 
l’enzyme E2. Finalement, l’ubiquitine se fixe sur la protéine cible (lys Target) avec ou sans l’aide 
de l’enzyme E3. Une fois étiquetée par une chaîne de molécules d’ubiquitine , la protéine cible est 
soit reconnue par le protéasome 26S et dégradée, soit déubiquitinée par les déubiquitinases (DUBs) 







3.1.2.1. L’ubiquitine activating enzyme (E1 ou UBA)   
 
L’enzyme monomérique E1 de masse moléculaire comprise entre 110 et 125 kDa initie la 
cascade enzymatique. Elle contient un motif nucléotidique consensus et une cystéine invariable 
qui représente le site actif impliqué dans la liaison de l’Ub (Hatfield et al, 1992). 
Les enzymes E1 ont un très faible impact sur la spécificité du substrat cible et peuvent être 
reconnues par de nombreuses enzymes E2. Elles sont peu abondantes dans un organisme donné. 
Une seule enzyme de ce type a été identifiée chez S. cerevisiae, cinq chez C. elegans et 
seulement deux gènes codant pour des enzymes d’activations d’ubiquitine (UBA1 et UBA2) sont 
connus chez Arabidopsis thaliana (Bachmair et al, 2001). 
L’ubiquitin activating enzyme, est présente à la fois dans le cytosol et dans le noyau ; ceci 
suggère donc que le système d’ubiquitination est présent dans les 2 compartiments (Hershko et 
Ciechanover, 1998). L’enzyme E1 initie la cascade enzymatique comme suit : tout d’abord, le C-
terminal du résidu glycine de l’ubiquitine est activé grâce à E1 (UBA). C’est une réaction ATP 
dépendante qui conduit à la formation d’un intermédiaire ubiquitine-adénylate (Hershko et 
Ciechanover, 1998 ; Kerscher et al, 2006). Cet intermédiaire se lie au résidu cystéine de 
l’enzyme E1 via une liaison thioester avec libération de l’AMP (Hershko et Ciechanover, 1998). 
 
3.1.2.2. L’ubiquitin conjugating enzyme (E2 ou UBC)  
 
Les E2 sont codés par une famille de gènes classés selon leur taille qui va de 14 à 35 KDa 
(Takai et al, 2002). En effet, chez S.cerevisae, 13 gènes codent pour des protéines de type E2 
(Hochstrasser, 1996). Par ailleurs, des études réalisées chez Arabidopsis, Oryza sativa et 
l’Homme, ont montré que leur génome code respectivement pour 37 (Kraft et al, 2005), 7 (Takai 
et al, 2002) et approximativement 50 protéines E2 (Jiang et Beaudet, 2004).   
Les E2 présentent un domaine conservé de 150 aa appelé UBC dans lequel se trouve le 
résidu cystéine indispensable pour la formation de la liaison thiol ester entre les E2 et l’Ub (Kraft 
et al, 2005). L’hétérogénéité fonctionnelle et structurale des enzymes E2 a tout d’abord été 
rapportée en 1985  par Pickart et Rose (Pickart et Rose, 1985). Par exemple, chez S. cerevisae, 
l’enzyme E2 (Ubc2/Rad6) est requise pour la réparation de l’ADN et la protéolyse de certains 
substrats. En revanche, l’enzyme E2 (Ubc3/Cdc34) est requise lors de la transition de la phase 
G1 à la phase S au cours du cycle cellulaire, tandis que l’enzyme E2 (Ubc4 et 5) est nécessaire à 
Figure 8 : l’ubiquitination par les E3 ligases de type HECT et les E3 ligases de type RING-
like (d’après Di Fiore et al, 2003).  
En présence d'ATP, un système de trois familles d’enzymes (E1, E2 et E3) permet de conjuguer à 
l'ubiquitine, les protéines destinées à la dégradation. E1 se lie à l’ubiquitine par l’intermédiaire 
d’une liaison thioester, cette réaction est ATP dépendante et induit un changement 
conformationnel de l’ubiquitine. L’Ub active est ensuite transférée sur une cystéine du site actif 
d’une E2, par l’intermédiaire d’une liaison thioester. C’est E3 qui définit finalement la spécificité 
de l’attachement de la molécule d’ubiquitine à une protéine cible. E3 lie, de façon covalente, 
l’ubiquitine à un substrat spécifique en formant une liaison isopeptidique. On distingue deux 
sortes d’E3 ligases suivant leur interaction avec la protéine cible. Le premier groupe comprend 
les E3 ligases contenant un domaine RING (really interesting new gene) ou un domaine RING-
like dans ce cas, l’Ub est directement lié à la protéine cible. Le second groupe de ligases 
comprend les E3 ligases contenant un domaine HECT (homologous to E6-associated protein 
Cterminus). Ces enzymes transfèrent l’ubiquitine des E2 sur une cystéine active de leur domaine 






la dégradation de nombreuses protéines mal repliées ou de protéines à durée de vie courte 
(Hochstrasser, 1996 ; Johnson et al, 1998).  
Durant la cascade enzymatique, la molécule d’ubiquitine active est transférée sur une 
cystéine du site actif de l’enzyme E2, par l’intermédiaire d’une liaison thioester E2-S~Ub 
(Hershko et Ciechanover, 1998).  
 
3.1.2.3. Les ubiquitines ligase (E3 ligases)  
 
Soulignons le fait que les E3 sont les derniers acteurs de la cascade enzymatique 
d’ubiquitination et sont responsables de l’identification des protéines cibles. Par conséquence, il 
existe une très grande quantité d'E3s (Vierstra, 2003 et 2009). En effet, de nombreuses plantes 
possèdent plus de mille protéines E3. Par exemple, chez Arabidopsis, Oryza sativa et Glycine 
max, 1210, 1332 et 1406 gènes codant des E3 ubiquitines ligases ont été prédits  respectivement 
(Viestra et al, 2003; Du et al, 2009).  
Les E3 ligases peuvent se lier aux substrats protéiques spécifiques, directement ou 
indirectement. Elles permettent grâce à une liaison amide, un transfert direct ou indirect de la 
molécule d’ubiquitine d’un intermédiaire thiol-ester à des protéines ou des chaines de 
polyubiquitines (Hershko et Ciechanover, 1998). Les E3 lient donc de façon covalente, l’Ub au 
substrat protéique spécifique en formant une liaison isopeptidique. 
Il existe plusieurs familles de E3s ligases qui peuvent être classées de deux manières 
différentes, soit selon le mécanisme de transfert de l’ubiquitine vers le substrat (1er type de 
classement), soit selon leur caractère monomérique ou multimérique (2ème type de classement).   
 
- 1er type de classement : On distingue d’après ce type de classement 2 familles d E3s 
ligases. Dans le cas des E3s à domaine HECT « Homology to E6-AP C Terminus », l’Ub est 
prise physiquement en charge et transportée ensuite sur la cible. En revanche, les enzymes E3s à 
domaine RING « Really Interesting New Gene » ou RING-like « comme le domaine Ubox » 
jouent le rôle d’adaptateur permettant le rapprochement entre le substrat et l’ubiquitine porté par 








- 2ème type de classement : On distingue d’après ce type de classement, les E3 ligases 
monomériques et les E3 ligases multimériques. Parmi les E3 ligases monomériques, on retrouve 
les E3 HECT, les E3 RING et les E3 Ubox. Parmi les E3 ligases multimériques, on retrouve les 
E3 APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome), les E3 SCF (Skp1/Culline/F-box), les 
E3 Cul4-DDB1 et les E3 Cul3-BTB (Mazzucotelli et al, 2006 ; Vierstra, 2009). 
 
a) Les E3s à domaine HECT  
 
Les protéines à domaine HECT sont des enzymes monomériques. Ce sont les seules E3 
ligases capables de former une liaison covalente avec l’ubiquitine avant son transfert sur le 
substrat. Elles sont présentes dans toutes les cellules eucaryotes depuis la levure jusqu'à 
l’Homme (Scheffner et al, 1995). Cette enzyme fut identifiée d’après la protéine E6-AP 
« homologous to E6-AP C-terminus » qui, a été reconnue comme étant une protéine nécessaire à 
l’ubiquitination du suppresseur de tumeur nommé p53 (Huibregtse et al, 1995). 
Le domaine HECT est un motif de 350 aa. Les protéines à domaine HECT sont souvent de 
grandes protéines dont la taille va de 90 à 400 KDa. Le domaine C-terminal quant à lui, sert à 
transférer directement l’ubiquitine depuis la liaison thioester au substrat (Jackson et al, 2000). 
Considérant le fait que chez la levure, Arabidopsis, le riz et Medicago 5, 7, 8 et 9, E3s à domaine 
HECT ont été respectivement identifiées alors qu’une 50 aine de ces enzymes ont été détectées 
chez l'Homme, ceci implique une expansion préférentielle de cette protéine E3 chez les 
mammifères (Vierstra, 2003 ; Du et al, 2009). 
 
b) Les E3s à domaine RING 
 
Les E3 à domaine RING (Really Intersting New Gene) possèdent un domaine appelé 
“RING finger”. Le domaine RING est formé par 8 cystéines et 8 histidines qui lient le zinc dans 
un arrangement de type RING-H2 ou RING-HC (Vierstra, 2009 ; Jackson et al, 2000) 
Le sous-type RING-H2 ou (C3H2C3) contient des histidines en position 4 et 5. Il s’agit de 
la forme trouvée notamment dans Roc1/Rbx1 ; Roc2 ; ApC11 et d’autres ubiquitines ligases 
(Jackson et al, 2000). 
Le sous-type RING-HC ou (C3HC4) contient seulement une histidine en position 







l’identification de 29 gènes codant pour la famille RING de type C3HC4. Il a été démontré que 
12 parmi les 29 gènes qui codent pour les C3HC4 sont induits par l’ABA, et sont 
différentiellement régulés par de multiples stress tels que le sel, l’eau et la sécheresse (Ma et al, 
2009). 
Les protéines à domaine RING ont été observées a la fois chez les plantes, les animaux et les 
virus. Chez Arabidopsis, 1,42% des protéines contiennent un domaine RING alors que chez 
d’autres génomes eucaryotes tels que : Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegens et 
Saccharomyces cerevisiae seul 0,7 à 0,75% de protéines à domaine RING ont été détectées 
(Kosarev et al, 2002). D’un point de vue fonctionnelle, les protéines à domaine RING, 
interviennent dans de nombreux processus biologiques et biochimiques qui vont de la régulation 
transcriptionnelle à la protéolyse ciblée (Peng et al, 2000 ; Borden, 2000). Notons que la plupart 
des protéines RING présentent une activité biochimique ubiquitine ligase (Jackson et al, 2000). 
Les expériences d’ubiquitination in vitro (sans utilisation de substrats physiologiques) menées 
par Kraft et ses collaborateurs ont montré la capacité des protéines E3 de type RING à catalyser 
l’ubiquitination in vitro avec un certain nombre de protéines E2 (UBC). En outre, il a été observé 
une spécificité de l’ubiquitination entre les E2 et E3. En effet, les E2 (UBC8, 10 et 28) sont 
actives avec un large nombre de E3 ligases de type RING. En revanche, six parmi les 15 UBC 
testées sont inactives avec toutes les protéines E3 RING étudiées (Kraft et al, 2005). 
 
 
c) Les E3s à domaine Ubox 
 
Le domaine Ubox possède une structure similaire au domaine RING mais ne possède pas 
la capacité de chélater le zinc (Vierstra, 2009). Les protéines à domaine Ubox sont très 
abondantes chez Arabidopsis et le riz. En effet, 62 et 76 gènes codant pour des Ubox ont été 
détectés respectivement chez ces plantes. Par ailleurs, elles sont peu exprimées chez la levure et 
les animaux (Du et al, 2009). 
Concernant les E3 multimériques, nous nous sommes focalisés particulièrement sur le 
complexe SCF (Skp1/Culline1/F-box) qui sera détaillé plus loin dans la synthèse 
bibliographique. 
Figure 9 : Le complexe SCF (D’après Vierstra, 2009). 
Le complexe SCF est composé d’une SKP1 (bleu ciel), une CUL1 (rouge), une F-box (bleu 
foncé) et une RBX1 (orange) qui permet la liaison entre le complexe SCF et l’enzyme E2. 






4. Le complexe SCF 
 
4.1. Généralités et historique du complexe SCF 
 
Le complexe SCF majoritaire notamment chez les plantes (Figure. 9) (Vierstra, 2003 et 
2009) a été découvert chez des mutants de levure Saccharomyces cerevisiae nommés cdc4, 
cdc34 et cdc53. Les études réalisées sur ces derniers ont permis de découvrir un complexe 
ubiquitine ligase composé de 4 protéines : Cdc53, Cdc4, Skp1 et Rbx1. Ce complexe est associé 
avec l'enzyme E2 Cdc34 afin de réguler la transition entre les phases G1/S du cycle cellulaire 
(Patton et al, 1998 ; Tyers et Jorgensen, 2000). La protéine Skp1 humaine a été identifiée dans 
un complexe qui associe la cycline A-CDK2 (Cyclin-Dependent Kinase 2) à une protéine 
nommée Skp2. Les études réalisées par Bai et ses collaborateurs ont permis de montrer 
l’interaction protéique de la SKP1 avec la protéine Cdc4 de la levure et la cycline F humaine. 
L’alignement des séquences protéiques de la protéine Skp2, la protéine Cdc4 et la protéine 
cycline F a permis de révéler un motif conservé d’environ 40 acides aminés appelé F-box (pour 
Cyclin F) qui constitue le domaine de fixation avec Skp1 (Bai et al, 1996). Par ailleurs, les 
études menées par Willems ont permis d’établir chez la levure, un lien entre la protéine Cdc53 et 
la dégradation protéique. Cdc53 interagit avec la cycline G1 Cln2 dont l’instabilité et 
l’ubiquitination dépendent de cette dernière. Les interactions physiques et génétiques entre Cdc4, 
Cdc34 (E2) et Cdc53 suggèrent que ces composants forment un complexe E2-E3 (Willems et al, 
2004). De plus, les études génétiques menées chez le nématode C. elegans, ont montré que la 
protéine Cdc53 orthologue de la CUL-1 est un régulateur négatif de la division cellulaire 
suggérant donc que la famille Cdc53/Cullin joue un rôle conservé dans le contrôle du cycle 
cellulaire et la dégradation protéique (Kipreos et al, 1996). A cela s’ajoute des études 
complémentaires qui ont démontré des interactions directes entre Skp1, Cdc53, Cdc34 et de 
nombreuses protéines F-box (Patton et al, 1998). La protéine Rbx1 à domaine RING a été la 
dernière à être découverte (Kamura et al, 1999). Elle a été purifiée en association avec la 
protéine VHL (un suppresseur de tumeur) qui se trouve être une sous-unité Cul2 d'une E3 ligase  
 
Figure 10 : Structure du complexe SCFskp2 (d’après Zheng et al, 2002). 
La protéine Cullin1 (vert) occupe une position centrale, c’est elle qui organise la structure du 
complexe SCF. Elle fixe la complexe Skp1 (bleu)- Skp2 F-box (rose) par son extrémité N-






(Skowyra et al, 1999). En outre, des recherches réalisées chez l’Homme ont permis 
d’isoler la protéine Rbx1 nommée Hrt1 à partir d’un complexe SCF nommé ROC1 (Kamura et 
al, 1999).  
 
La nomination du complexe SCF provient donc des 3 premières sous-unités découvertes : 
SKP1(S-phase kinase-associated protein 1), Cullin (CUL/CDC53) et F-box. (Figure 9) (Vierstra, 
2009). 
 
L’analyse de la structure cristallographique du complexe SCF chez la levure et chez 
l’Homme (Zheng et al, 2002 ; Petroski et Deshaies, 2005), montre une structure générale 
allongée. La sous-unité Cullin1 forme l’épine dorsale du complexe. Elle interagit d’une part, en 
N-terminale avec le module impliqué dans la reconnaissance spécifique des substrats constitué 
des sous-unités SKP1 et F-box et d’autre part, en C-terminale avec la sous-unité catalytique 
Rbx1 à motif RING. La protéine F-box interagit avec la protéine Skp1 via 60 résidus présents 
dans la région N-terminale et avec la protéine cible via le domaine variable d’interaction 
protéine–protéine de la région C-terminale (Figure 10) (Zheng et al, 2002 ; Gagne et al, 2002).  
 
Contrairement à l’Homme et à la levure qui possèdent une protéine Skp1 unique, la plupart 
des autres organismes possèdent plusieurs gènes « SKP1-like » (Kong et al, 2004). Le génome 
d’Oryza sativa possèderait, d’après Du et ses collaborateurs, 2 et 10 gènes codant respectivement 
pour RBX1 et CULLIN1 formant ainsi la base du complexe, mais 32 gènes codant pour les 
protéines Skp1 appelées OSK « Oryza sativa SKP1-like genes » (Kong et al, 2007 ; Du et al, 
2009). Les protéines CULLIN 1 et RBX1 peuvent donc interagir avec les différentes protéines 
OSK, ce qui contribue ainsi au large répertoire des complexes SCF. Par ailleurs, il existe chez le 
riz, plus de 779 gènes codant pour les protéines F-box (Xu et al, 2009). L’existence de ce grand 
nombre de protéines F-box implique qu’il existerait une multitude de complexes SCF capables 









4.2. Rôles du complexe SCF chez les plantes  
 
Le complexe SCF joue un rôle important dans des mécanismes de régulation et dans des 
voies de signalisation et de développement de la plante. Plusieurs implications du complexe SCF 
ont été ainsi mises en évidence chez les végétaux où il joue un rôle important dans différentes 
signalisations et réponses hormonales (auxine, gibbérelline, éthylène). D’autres processus 
physiologiques tels que le rythme circadien, le développement floral et la réponse aux 
pathogènes impliquent également la protéolyse de protéines après leur ubiquitination par le 
complexe SCF.  
  
4.2.1.  Implication du complexe SCF dans la réponse hormonale 
 
Les hormones sont des composés organiques synthétisés dans une partie de la plante et 
transloqués dans une autre. Elles entraînent des réponses physiologiques chez les cellules cibles à 
faible concentration. Les hormones jouent un rôle de pivot dans la plupart des aspects de 
développement des plantes, allant de l’embryogenèse à la sénescence. Le nombre d’hormones 
végétales est relativement peu important mais ces dernières possèdent une action pléiotrope. Le 
mécanisme de signalisation des hormones végétales est contrôlé par des modulations de 
régulation positive et négative durant le développement et la croissance de la plante (Huq, 2006). 
Nous allons développer dans ce qui suit, le rôle du complexe SCF dans les voies de 
signalisations de quatre phytohormones (auxine, gibbérelline, éthylène et acide jasmonique) qui 
interviennent à différents stades de vie de la plante.  
 
4.2.1.1.  Voie de l’auxine 
 
Les auxines sont des phytohormones qui interviennent dans de nombreux processus de 
régulation et de développement durant le cycle de vie de la plante. En effet, les auxines jouent un 
rôle crucial dans l’élongation et la division cellulaire, la différenciation, l’initiation racinaire, la 
dominance apicale et de nombreuses réponses tropiques (Leyser, 2001). Par ailleurs, il faut noter 
que l’effet de l’auxine dépend du type cellulaire. On peut avoir une élongation de l'hypocotyle, 
une inhibition de la croissance des racines principales et une induction des racines latérales et 







mécanismes moléculaires induits par l’auxine, de nombreux gènes de réponse à l’auxine ont été 
ainsi identifiés et caractérisés à partir de différentes espèces de plantes. Ces gènes ont été 
groupés en 3 classes majeures : les acides auxin/indoleacetic (Aux/IAA), les GH3 (Gretchen 
Hagen 3) et la petite famille de gènes « auxin-up RNA » (SAUR). (Guilfoyle, 1999).   
Suite à l’identification de la classe des gènes Aux/IAA chez le soja (Walker et Key, 1982 ; 
Ainley et al 1988), des membres de cette classe ont été isolés chez d’autres plantes telles que le 
pois, Arabidopsis, le haricot et le riz (Jain et al, 2006a). Les gènes Aux/IAA codent pour des 
protéines nucléaires de 20 à 35 kDa à courte durée de vie, leur temps de demi-vie variant de 8 à 
80 min (Lokerse et Weijers, 2009). Elles possèdent quatre domaines conservés (I (agit en tant 
que répresseur transcriptionel (Tiwari et al, 2004), II (responsable de la dégradation rapide des 
protéines Aux/IAA (Ouellet et al, 2001 dans Jain et al, 2006b), III (fait partie d’un motif de 
reconnaissance βαα-DNA (Phillips, 1994) et IV (permet l’homo et l’hétérodimérisation des 
protéines Aux/IAA et des facteurs de réponse à l’auxine : « Auxin Response Factor » (ARFs) 
(Ouellet et al, 2001 dans Jain et al, 2006b). Les Aux/IAA agissent comme antagoniste de la 
transcription induite par l'auxine. Chez le riz, l’étude réalisée par Jain et ses collaborateurs a 
permis d’identifier l’entière famille des gènes Aux/IAA, leur distribution chromosomique, la 
structure et la duplication des gènes ainsi que les relations phylogénétiques entre eux (Jain et al, 
2006b).  
Les gènes SAUR codent pour des protéines de courte durée de vie. En effet, chez le maïs, la 
protéine ZmSAUR2 possède une demi-vie de sept minutes. Ils sont représentés par une famille 
multigénique de 70 membres chez Arabidopsis et de 58 membres chez le riz (Jain et al, 2006c). 
Les gènes SAUR jouent un rôle dans l’élongation cellulaire impliquée par l’auxine (Hagen et 
Guilfoyle, 2002 ; Knauss et al, 2003). 
Les membres de la famille des gènes GH3 codent pour des enzymes qui adénylent l’IAA 
(indole 3-acetic acid) afin qu’il forme des acides aminés conjugués empêchant ainsi 
l’accumulation excessive de l’auxine libre. Ils sont donc impliqués dans l’homéostasie de 
l’auxine. De plus, les enzymes GH3 catalysent l’amido-conjugaison de l’acide salicylique et 
l’acide jasmonique (Jain et al, 2006a). Chez le riz, les études réalisées par Jain et ses 
collaborateurs, ont montré une différence d’expression des gènes GH3 dans les différents stades 
de développement de la plante. En effet, une analyse structurale de la famille des gènes GH3 a 
Figure 11 : Représentation schématique de la dégradation de l’Aux/IAA par le complexe 
SCFTIR1 (d’après Vierstra, 2009). 
En présence de l’auxine, la F-box TIR1 interagit avec les Aux/IAA qui seront ainsi dégradés 
permettant par conséquent, la libération des facteurs de transcription ARF, ce qui induit à la 
transcription des gènes de réponse à l’auxine. En absence de l’auxine, les Aux/IAA vont se lier  






montré que les gènes OsGH3-1, OsGH3-4 et OsGH3-8 sont fortement et différentiellement 
exprimés dans les stades de développement des grains et de la panicule (Jain et al, 2006a). 
 
Le complexe SCF est fortement impliqué dans la réponse à l’auxine. Des analyses 
effectuées chez des mutants Aux/IAA chez A. thaliana ont permis de montrer que ces gènes 
jouent un rôle central dans la régulation du développement et la croissance de la plante (Gray et 
Estelle, 2000 ; Tian et Reed, 1999). Il a été démontré que la dégradation de ces répresseurs 
transcriptionnels Aux/IAA est dépendante du protéasome 20S (Gray et al, 2000 ; Thakur et al, 
2005). Des traitements à l’auxine provoquent une dégradation des protéines Aux/IAA via le 
complexe SCFTIR1 (Figure 11) (Gray et al, 2001 ; Vierstra, 2009). Le gène TIR1 (Transport 
Inhibitor Response 1) a été identifié chez Arabidopsis, suite à l’analyse de mutants tolérants à 
des inhibiteurs du transport de l’auxine. Il s’agit d’une F-box possédant un domaine LRR qui 
s’est avéré être un récepteur de l’auxine (Dharmasiri et al, 2005). En effet, en présence de 
l’auxine, la protéine TIR1 va se fixer à l’hormone et reconnaitre via son motif LRR une séquence 
consensus (GWPPV/I) du domaine II des protéines AUX/IAA. Ces dernières vont être 
ubiquitinées par l’intermédiaire du complexe SCFTIR1 et seront ainsi dégradées par le protéasome 
26S (Figure 11 ; Vierstra 2009). Par ailleurs, en absence de l’auxine, les protéines Aux/IAA vont 
se lier aux facteurs de réponse à l’auxine ARFs et former des hétéro-dimères. Ils empêchent ainsi 
les gènes de réponse à l’auxine d’être transcrits (Moon et al, 2004). En outre, lorsque les 
protéines Aux/IAA se dissocient des protéines ARFs, ces dernières peuvent former des homo-
dimères (ARFs-ARFs), ce qui induit la transcription des gènes de réponse à l’auxine (Haichuan 
et al, 2007). En conclusion, l’auxine augmente l’interaction entre la protéine TIR1 et le substrat 
(Aux/IAA). (Haichuan et al, 2007 ; Vierstra, 2009). 
 
4.2.1.2.  Voie de la gibbérelline  
 
 
Les gibbérellines (GAs, acide gibbérellique) sont une large famille de phytohormones 
(tétracycliques diterpenoïdes) impliquées dans de nombreux processus de développement et de 
croissance des plantes, notamment, la germination des graines, l’élongation des tiges, la 
floraison, le développement des fruits et la régulation des gènes d’expressions des couches de 







une étude du pathogène fongique Gibberella fujikuroi (Sawada, 1912 dans Motoyuki et al, 
2003). Chez les plantes, de nombreux mutants GAs ont été identifiés (Hooley et al, 1994, 
Olszewski et al, 2002), ce qui a permis de classer ces mutants GAs en deux catégories (GA-
sensitive et GA-insensitive). La signalisation des GAs tout comme celle de l’auxine, induit des 
changements transcriptionnels et utilise pour cela la voie UPS. La protéine DELLA agit tout 
comme la protéine Aux/IAA (voie de l’auxine) en tant que régulateur négatif de la voie de 
réponse à l’acide gibbérellique. Chez Arabidopsis, 5 protéines DELLA ont été identifiées (GAI 
(GA insensitive), RGA (Repressor of ga1-3), RGL1 (RGA-like), RGL2 et RGL3 (Dill et al, 2004 
; Peng et Harberd, 2002). Chez le riz et Hordeum vulgare, une seule protéine DELLA a été 
identifiée (SLENDER RICE1 (SLR1) et SLENDER1 (SLN1)) (Ikeda et al, 2001). Plusieurs 
études ont montré l’implication du complexe SCF dans la voie de l’acide giberellique. Chez 
Arabidopsis, des analyses par la technique de double hybride ont montré que les protéines 
DELLA (RGA et GAI) interagissent directement avec la protéine F-box (SLY1, Sleepy1) (Dill et 
al, 2004). Chez le riz, les protéines DELLA (SLR1) sont quant à elles, dégradées suite à leur 
ubiquitination par des E3 ligases de type SCFGID2 (F-box GID2 Gibberellin-Insensitive Dwarf2). 
De plus, les études menées chez le riz et Arabidopsis ont montré qu’en présence de GA, la 
phosphorylation des protéines DELLA (SLR1 (riz) / GAI (Arabidopsis)) est indispensable pour 
qu’elles puissent interagir avec la protéine F-box (GID2 (riz) / SLY1 (Arabidopsis)) (Gomi et al, 
2004 ; Fu et al, 2004). Des mutations dirigées dans les gènes SLY1 chez Arabidopsis et OsGID2 
chez le riz, conduisent à des phénotypes insensibles à l’acide gibbérellique et une accumulation 
des protéines DELLA (Haichuan et al, 2007). 
Dans la voie de signalisation des gibbérellines, contrairement à celle de l’auxine, 
l’hormone GA va se lier à un récepteur intermédiaire et non pas directement à la protéine F-box. 
Ce récepteur intermédiaire est appelé GID1. Il a été découvert chez le riz en 2005 (GID1) et chez 
Arabidopsis en 2006 (il existe 3 homologues : Gid1a, b et c) (Ueguchi-Tanaka et al, 2005 ; 
Nakajima et al, 2006 ; Itoh et al, 2008). Chez les mutants gid1 du riz, une accumulation des 
protéines DELLA (SLR1) a été observée. En dépit du traitement hormonal GA, le taux des SLR1 
ne va pas diminuer, démontrant ainsi le rôle clé joué par la protéine GID1 (Ueguchi-Tanaka et al, 
2005). La voie de signalisation de GA via Gid1 existerait chez toutes les plantes vasculaires 
(Vandenbussche et al, 2007). La formation du complexe GA-GID1-DELLA est donc 
indispensable. Le complexe ainsi formé pourra être reconnu par le complexe SCFSLY1/GID2, ce qui 
Figure 12 : Représentation schématique de la dégradation de la protéine DELLA par le 
complexe SCFSLY1 (d’après Vierstra, 2009). 
L’acide gibbérellique GA induit la formation d’un complexe entre les protéines GID1 et DELLA 
qui sera reconnu par la F-box SLY1 ou SNE1 (chez Arabidopsis) ou  par la F-box GID2 (chez le 






conduit à la protéolyse ciblée de la protéine DELLA par le protéasome 26S et par conséquent, à 
la transcription des gènes de réponse à la gibbérelline (Figure 12) (Viersta, 2009). A l’opposé, 
en absence de l’hormone GA, les protéines DELLA bloquent la voie de réponse à l’acide 
gibbérellique et inhibent ainsi les gènes de réponse à GA.  
 
4.2.1.3.  Voie de l’éthylène 
 
L’éthylène (C2H4) est une hormone impliquée dans de nombreux processus 
développementaux chez les plantes tels que : la germination des graines, l’expansion foliaire, la 
formation des poils racinaires, la maturation des fruits, la réponse aux stress et aux pathogènes 
(Wang et al, 2002). Il s’agit plus précisément d’un gaz dont on a depuis longtemps établi 
empiriquement les effets sur le mûrissement des fruits. Sa synthèse débute à partir du S-
adénosyl-L-Méthionine qui est transformé en 1-aminocyclopropane-1-acide carboxylique (ACC) 
par l’enzyme ACC synthase (ACS), puis en éthylène par l’ACC oxydase (ACO). La conversion 
de la méthionine en ACC est considérée comme étant une réaction limitante de la biosynthèse de 
l’éthylène. Chez Arabidopsis, sept ACSs ont été identifiées. Ces dernières sont induites de 
manière différente selon le stade de développement de la plante et selon les stimulis (Wang et al, 
2002). En effet, l’ACS5 par exemple, est induite par le chlorure de lithium et par de très faibles 
concentrations de cytokinines, seulement dans les plantules étiolées. L’ACS2 quant à elle, est 
induite par la cycloheximide, la blessure et une exposition à un traitement de deux heures à 
l’éthylène. Il a été observé que suite à une exposition prolongée à l’éthylène, l’expression de 
ACS2 diminue, suggérant une régulation de cette dernière par rétro-contrôle négatif (Wang et al, 
2002).   
L’éthylène est un régulateur des programmes développementaux endogènes mais aussi un 
stimulateur des programmes de défense et d’adaptation aux stress de la plante. La régulation par 
la voie UPS intervient dans l’ensemble de ces processus (Dreher et Callis, 2007). La perception 
de l’hormone éthylène se fait par l’intermédiaire de plusieurs récepteurs intégrés au réticulum 
endoplasmique (RE) (Chen et al, 2002). Chez Arabidopsis, il y a cinq types de récepteurs 
appartenant à deux sous-familles. Une 1ère sous-famille qui comprend 2 récepteurs : 
l’ETHYLENE RECEPTOR1 (ETR1) (Chang et al, 1993) et l’ETHYLENE RESPONSE 
SENSOR 1 (ERS1) et une 2ème sous-famille qui comprend 3 récepteurs : ETR2 (Sakai et al, 
Figure 13 : Signalisation de l’éthylène (d’après An et al, 2010). 
En présence de l’hormone éthylène (C2H4), les facteurs de transcription EIN3 et EIL1 induisent 
la transcription des gènes de réponses à l’éthylène. Les EIN3/EIL1 sont phosphorylés par les 
MAP kinases (MPK3/6) ce qui conduit à leur stabilisation. De plus, le niveau d’expression des F-
box EBF1/2 est réduit. En absence d’éthylène, la protéine kinase CTR1 inhibe la voie de 







1998), ETHYLENE INSENSITIVE 4 (EIN4) (Hua et al, 1995) et ERS2 (Hua et al, 2002). Ces 5 
récepteurs sont tous des régulateurs négatifs du signal éthylène et leur activité est inhibée par la 
fixation de la molécule d'éthylène.  
En absence d’éthylène, la protéine CTR1 (Constitutive Triple Response) régule 
négativement la protéine EIN2 (ETHYLENE-INSENSITIVE 2) (Potuschak et al, 2003). Cette 
protéine joue un rôle clé dans la cascade enzymatique de l’éthylène. Ainsi, EIN2 stimule la 
transcription des facteurs de transcriptions EIN3 (Ethylene-insensitive 3) et EIL1 (Ein3 like 1) 
qui se lient de façon spécifique aux promoteurs des gènes ERF1 (Ethylene Response Factor1) et 
activent la transcription des gènes de réponse à l'éthylène.  
En présence de l’hormone éthylène, la stabilisation des EIN3 permet donc d’initier la 
cascade transcriptionnelle de la voie de réponse à l’éthylène (Alonso et Stepanova, 2004). Chez 
Arabidopsis, l’abondance des EIN3 est contrôlée par une E3 ligase de type SCF et implique deux 
protéines F-box : EBF1 et EBF2 (EIN3-Binding F-box) (Potuschak et al, 2003). En absence 
d’éthylène, ces protéines F-box interagissent avec le facteur de transcription EIN3 qui sera ainsi 
dégradé par le protéasome 26S empêchant ainsi son accumulation. Notons également que les 
facteurs de transcription EIN3 sont phosphorylés par les MAP kinases (Mitogen-Actived-
protein) impliquant les MKK9, MPK3 et les MPK6 afin d’être stabilisés (Yoo et al, 2008). Un 
modèle de signalisation de la voie de l’éthylène est résumé dans la (Figure 13). 
 
4.2.2.  Implication du complexe SCF dans la régulation du cycle circadien 
 
Afin de survivre, tous les organismes doivent s’adapter à leur environnement. Cette 
adaptation doit donc prendre en compte les changements environnementaux tels que la lumière 
(la photopériode) ou bien la température. La majorité des organismes ont développé une horloge 
interne appelée circadienne (circa=autour, dies=jour) lorsque la période de cette horloge est 
proche de 24 heures. Le rythme circadien est impliqué dans de nombreux processus 
physiologiques et biochimiques. En effet, il contrôle chez la plante un certain nombre de 
mécanismes de croissance et de développement comme la photosynthèse, l’ouverture des 
stomates, l’élongation de l’hypocotyle et la floraison photopériodique (Barak et al, 2000 ; 
McClung, 2001). Chez les plantes, de nombreuses familles de gènes sont impliquées dans le 







Regulator). Chez Arabidopsis thaliana, les gènes TOC1 (Timing Of Cab Expression1) qui 
appartiennent à la famille PRR sont régulés négativement par les facteurs de transcriptions 
CCA1 (Circadian Clock–Associated1) et LHY (Long Elongated Hypocotyl) (Mizoguchi et al, 
2002).  
En outre, le rythme circadien est contrôlé par les protéines F-box ZEITLUPE (ZTL). Ce 
sont des protéines de 66 KDa qui contiennent trois domaines distincts : le domaine PAS-LIKE 
LOV (Light Oxygen Voltage) situé en N-terminal, un domaine F-box et un domaine Kelch 
(Somers et al, 2000). Chez Arabidopsis, des expériences de double hybride ont montré 
l’interaction entre les protéines F-box (ZTL) et ASK1 (Arabidopsis Skp1-like). Suite à des 
expériences de délétion et de mutations, Han et ses collaborateurs, ont par ailleurs démontré que 
les domaines F-box et Kelch sont indispensables pour permettre l’interaction avec la protéine 
ASK1. De plus, des expériences de co-immunoprécipitation ont permis de confirmer que les 
protéines ZTL appartiennent à un complexe SCF (Han et al, 2004). Par ailleurs, des mutations 
dirigées dans le domaine Kelch (ztl-1) ont conduit à une perte d’interaction avec les protéines 
TOC1 suggérant le rôle prépondérant des protéines ZTL dans la dégradation des protéines TOC1 
par le système UPS (Mas et al, 2003).  
 
4.2.3. Implication du complexe SCF dans le développement floral 
 
La floraison est sous le contrôle d’un grand nombre de signaux endogènes mais également 
environnementaux, notamment les changements photopériodiques et hormonaux, et l’exposition 
aux températures froides. Chez Arabidopsis, le gène LEAFY (LFY) est un intégrateur clé pour ces 
signaux et son expression est régulée positivement en réponse à ces entrées. Ce gène code pour 
un facteur de transcription et a pour rôle de coordonner l’expression initiale des gènes 
homéotiques floraux (Blazquez et Weigel, 2000 ; Nilsson et al, 1998 ; Weigel et Meyerowitz, 
1993). Il a été observé que LFY s’associe à des régions consensus CC (A/T) (A/G) (G/T) G 
(G/T) au niveau des gènes homéotiques floraux : APETALA1 (AP1), APETALA3 (AP3) et 
AGAMOUS (AG) (Chae et al, 2008). L’expression de AP1 est initié suite à l’expression de LFY 
alors que l’activation de AP3 dans les pétales et les étamines requière la présence d’une protéine 
F-box UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) en collaboration avec la protéine LFY (Chae et al, 







(UFO-ASK1-CUL1-RBX1) et participe donc à la formation d’un complexe SCFUFO (Ni et al, 
2004 ; Samach et al, 1999 ; Wang et al, 2003 ; Zhao et al, 1999). Le système UPS serait donc 
impliqué dans la régulation des AP3. En outre, des mutations dans le gène UFO provoquent de 
multiples anomalies du développement floral (Ni et al, 2004). Chez Arabidopsis, les travaux de 
Chae et ses collaborateurs ont permis de montrer que la protéine F-box UFO interagit 
physiquement avec le facteur de transcription LFY. UFO agit en tant que co-facteur de LFY, ce 
qui permet l’induction de la transcription des gènes homéotiques AP3 et la régulation de 
l’activité des LFY par le protéasome 26S (Chae et al, 2008). En outre, UFO intervient dans 
divers aspects du développement floral. En effet, Des mutations dans le gène UFO codant pour la 
protéine F-box provoquent de multiples anomalies du développement floral (Ni et al, 2004). 
 
4.3. Régulation du complexe SCF 
 
Vue l’importance du complexe SCF dans de nombreux processus de régulations 
cellulaires, il n’est donc pas surprenant que son assemblage et sa fonction soient largement 
régulés. Trois protéines sont principalement impliquées dans la régulation du complexe SCF : la 
protéine RUB1 (Related to ubiquitin1), le signalosome COP9 (CSN) et la protéine CAND1 
(Cullin Associated Neddylation Dissociated1) (Moon et al, 2004). 
 
4.3.1.  La protéine RUB1 
 
La protéine RUB1 (homologue de la protéine Nedd8 chez les animaux) facilite 
l’interaction entre les enzymes E2 et E3 et agirait par conséquent de manière positive sur 
l’activité de l’enzyme E3 (Gray et al, 2002). La fixation de la protéine RUB1 n’est pas 
nécessaire à l’assemblage et au fonctionnement des complexes SCF, mais en facilitant la fixation 
de l’enzyme E2, elle augmente l'efficacité de l’ubiquitination et la dégradation (Furukawa et al, 
2000 ; Podust et al, 2000). Comme pour l’ubiquitine, RUB1 nécessite une enzyme d’activation 
E1 et une enzyme de conjugaison E2. L’enzyme E1 serait un hétérodimère constitué de la 
protéine AXR1 (Auxin Resistant 1) et ECR1 (E1 C- terminus-Related 1) (Dharmasiri et Estelle, 
2004). Le mécanisme de régulation par la protéine RUB1 a été découvert chez les plantes en 
criblant des mutants résistants à l’auxine. Ce crible a permis d’identifier le mutant axr1 (Leyser 







perturbations dans le mécanisme de régulation de l’auxine dues principalement à une baisse du 
niveau des protéines RUB1. En effet, cette baisse affecte la fonction du complexe SCFTIR1 en 
stabilisant les protéines AUX/IAA et en réduisant l’expression des gènes induits par l’auxine 
(Leyser et al, 1993). Chez Arabidopsis, 3 protéines RUB-like ont été identifiées. Les protéines 
RUB1 et RUB2 sont impliquées dans la régulation de la voie de réponse à l’auxine, la production 
d’éthylène et la croissance végétative (Bostick et al, 2004). Chez Arabidopsis, le double mutant 
axr1rce1 présente une forte diminution de la modification de CUL1 et entraine une létalité des 
plantules (Dharmasiri et al, 2003). Compte tenu de ces données et de l’implication du complexe 
SCF dans de nombreux processus développementaux, il est donc probable qu’une mutation dans 




Le signalosome COP9 (CSN) 
Le COP9 (CSN) est un inhibiteur des E3 ligases. Il a été identifié chez les plantes comme 
répresseur de la photomorphogénèse (Pokhilko et al, 2011). Le CSN est un complexe 
muliprotéique composé de 8 protéines. Il présente des similarités de structure et de séquence 
avec le 19S du protéasome 26S suggérant ainsi une évolution à partir d’un ancêtre commun 
(Serino et Deng, 2003). Le complexe CSN une fois associé à la protéine Culline, empêche la 
formation complète des E3 ligases multimériques et bloque ainsi leur fonctionnement. En effet, 
l’une des caractéristiques biochimiques principales du complexe CSN est son association à la 
sous-unité Cullline1 empêchant ainsi cette dernière de s’associer à la protéine Rbx1 pour former 
un complexe SCF fonctionnel. Ce complexe intervient dans de nombreux processus tels que la 
transduction des signaux, la régulation de la transcription, le transport nucléocytolasmique, la 
photomorphogenèse, la progression du cycle cellulaire, la protéolyse, la phosphorylation (Wei et 
al, 2003). De nombreuses études biochimiques ont montré que le complexe CSN interagissait 
avec une grande variété de E3 ligases et notamment avec les complexes SCFCOI, SCFTIR1 et 
SCFUFO (Schwechheimer et al, 2001 ; Feng et al, 2003 ; Wang, 2003).  
 
4.3.3. La protéine CAND1 
 
La protéine CAND1 forme une liaison avec la protéine Culline1 non neddylée et exclut de 
ce fait la fixation de Skp1 et par conséquent, la formation d’un complexe SCF actif (Liu et al, 
Figure 14 : La voie de régulation et d’ assemblage du complexe SCF (d’après Lechner et al, 
2006).  
La protéine CAND1(bleu) forme une liaison avec la protéine CUL1 (vert) non neddylée. La 
néddylation de cette dernière conduit à la libération de CAND1. La protéine CUL1 peut ainsi fixer 
la protéine Skp1 (rose) et par conséquent, la formation d’un complexe SCF actif. (F-box-Skp1-
CUL1-RBX-RUB). Par la suite, l’enzyme E1 active l’ubiquitine qui sera transférée directement sur 
la protéine cible par l’intermédiaire de l’enzyme E2 fixée à la protéine RBX (orange). L’ajout 
d’une chaine de 4 ubiquitines au substrat (rouge) va servir d’étiquette permettant la reconnaissance 
et la dégradation de ce dernier par le protéasome 26S. Le complexe SCF se décompose suite au 
clivage de la protéine RUB1/Nedd8 des Cullin. Ce clivage est catalysé par la protéine Cop9/CSN. 






2002). CAND1 est donc un régulateur négatif de l’assemblage du SCF car l’interaction CUL1 
avec CAND1 est exclusive. De plus, la fixation de RUB1 favorise la dissociation de CAND1 et 
CUL1. 
Des études génétiques réalisées chez Arabidopsis thaliana, ont montré une association 
préférentielle de l’homologue chez les mammifères de la protéine CAND1 (une HEAT repeat 
protein) à la Culline non neddylée. En effet, le mutant cand1 présente une incapacité à séquestrer 
la CUL1 non modifiéé (Cheng et al, 2004). Cela se traduit par une insensibilité à l’auxine, et au 
sirtinol (mime l’effet de l’auxine) (Zhao et al, 2003). De plus, il a été montré qu’une mutation au 
niveau de CAND1, cause une baisse de fertilité et entraine aussi une réduction de la croissance 
du méristème caulinaire apical et axillaire (Feng et al, 2004).  
Au vu de ces différents résultats, les protéines CAND1, RUB/Nedd8 et CSN 
interviendraient donc dans la régulation en cycle, de l’assemblage et de la dissociation du 
complexe SCF (Figure 14) (Lechner et al, 2006). 
4.4. Description des différentes sous-unités du complexe SCF 
 
4.4.1. La sous-unité Rbx1 
 
La protéine Rbx1 (Ring box protein1) appelée aussi ROC1 (Regulator of Cullin1) est dotée 
d’un domaine « Ring finger ». Il s’agit de la plus petite protéine du complexe SCF avec 
approximativement 108 acides aminés. Elle interagit à la fois avec la protéine Cullin1 et 
l’enzyme E2. Chez Arabidopis, la protéine RBX1 forme avec CUL1 et ASK1, un complexe SCF. 
Par ailleurs, chez la levure, la mutation du gène codant pour la protéine RBX1 engendre un arrêt 
du cycle cellulaire. Chez Arabidopsis, il existe deux protéines RBX1 (At5g20570 et At3g42830). 
De plus, il faut noter que RBX1 est exprimé chez tous les organes des plantes alors que RBX2 
n’est exprimé qu’au niveau de quelques types cellulaires et à très faible niveau. Fait intéressant, 
les ARNm de RBX1 s’accumulent dans des tissus qui possèdent des cellules en division. En 
outre, l’altération de l’expression de la protéine RBX1 cause des perturbations de croissance et 









4.4.2. La sous-unité Culline 1 
 
La protéine CULLINE1 nommée CDC53 chez la levure, joue un rôle de charpente au sein 
du complexe SCF et relie deux modules fonctionnels. En effet, par sa partie N-terminale, elle 
interagit avec la protéine Skp1 ; et par sa partie C-terminale, elle interagit avec le module 
catalytique qui renferme la protéine Rbx capable d’interagir avec l’enzyme E2 portant 
l’ubiquitine active (Figure 10) (Zheng et al, 2002). Il s’agit d’une protéine d’environ 776 acides 
aminés (Kipreos et al, 1996). La famille des protéines CULLINE1 est représentée par six gènes 
chez l’Homme et Caenohaditis elegans et 11 chez Arabidopsis (Gingerich et al, 2005). Par 
ailleurs, le génome d’Arabidopsis code pour six protéines Cullines. Ces dernières possèdent un 
domaine appelé domaine d’homologie des Cullines (CH), constitué approximativement de 200 
acides aminés (Shen et al, 2002).  
Parmi ces six Cullines, les 2 gènes (At4g02570 (AtCUL1), At1g43140 (AtCUL2) sont 
étroitement liés et participent à la formation du complexe SCF (Risseuw et al, 2003). Il a été mis 
en évidence l’implication de la protéine At4g02570 (AtCUL1) dans divers processus 
physiologiques, notamment la régulation hormonale, la floraison, la sénescence et 
l’embryogenèse (Durfee et al, 2003 ; Gray et al, 2002 ; Guo et Ecker, 2003 ; Hellmann et al, 
2003 ; Potuschak et al, 2003 ; Shen et al, 2002). En effet, La mutation du gène AtCUL1 (CUL1) 
cause un arrêt précoce de l’embryogenèse (Shen et al, 2002). Par ailleurs, Hellmann et ses 
collaborateurs ont démontré en 2003 que la protéine AtCUL1 joue un rôle important dans la voie 
de signalisation de l’auxine. Des mutations ponctuelles du gène AtCUL1, affectent la stabilité du 
complexe SCFTIR1 et réduisent par conséquent, la dégradation du substrat AXR2/IAA7, affectant 
ainsi la voie de réponse à l’auxine (Hellman et al, 2003). Une autre étude réalisée chez 
Arabidopsis, a démontré que la protéine AtCUL1 forme un complexe SCF  avec la protéine F-
box COI. Cette dernière intervient dans la voie de réponse à l’acide jasmonique (JA) qui joue un 
rôle primordial de régulation de la fertilité et des réponses de défense chez les plantes (Ren et al, 
2005). Les protéines CULLINE3 forment un deuxième groupe de CULLINES constitué par les 
CULLINE3a (At1g26830) et 3b (At1g69670). Elles interviennent dans la biosynthèse de 
l’éthylène, l’embryogenèse et le signal de transduction du Phytochrome A (Dieterle et al, 2005 ; 
Figueroa et al, 2005 ; Gingerich et al, 2005 ; Wang et al, 2004). En outre, la protéine 
CULLINE4 (At5g46210), qui ressemble étroitement à la protéine CUL-4a chez l’Homme, 
Subfamily Domain Content No. in Category 
FBX Unknown/none 465 
FBDUF DUF 66 
FBL LRR 61 
FBK Kelch 25 
FBD FBD 17 
FBT TUB 14 
FBLD LRR and FBD 9 
FBA FBA 4 
FBW WD40 2 
FBO Others 24 
A 
B 
Figure 15 : (A) : Diagramme représentatif des différents domaines connus et conservés des 
protéines F-box d’Arabidopsis (d’après Kuroda et al, 2002). (B) : Tableau représentant la 






intervient durant le développement de la plante et s’associe avec la sous-unité RBX1 et la 
protéine DDB1 (Damaged DNA-Binding 1) afin de former une E3 ligase fonctionnelle chez 
Arabidopsis (Bernhardt et al, 2006). La sixième Culline APC2 (At3g46910), fait partie du 
complexe APC/C (Anaphase Promoting Complex Cyclosome” qui est probablement impliqué 
dans des processus mitotiques (Capron et al, 2003). 
 
4.4.3. La sous-unité F-box 
 
Les protéines F-box sont représentées par une large famille chez les eucaryotes et sont 
caractérisées par la présence d’un domaine conservé, le motif « F-box ». Le nom du motif « F-
box » provient de la protéine où ce motif a été initialement caractérisé : la Cycline F (Bai et al, 
1996). Ce motif est une séquence d’environ (40-50) acides aminés qui se situe dans la région N-
terminale de la protéine F-box et permet l’interaction avec la protéine SKP1 (Jain et al, 2007). La 
partie C- terminale de la protéine F-box contient généralement un ou plusieurs domaines 
d’interaction protéine-protéine qui permettent la reconnaissance spécifique des substrats. Les 
protéines à F-box sont classées dans différentes familles suivant le type du domaine d’interaction 
protéine-protéine. Chez les mammifères, les protéines F-box ont été classées en trois groupes : 
FBW, FBL et FBX contenant respectivement un domaine répété WD40, un domaine LRR 
(Leucine-rich repeat) et des domaines inconnus (Winston et al, 1999). Chez le riz et Arabidopsis, 
les protéines F-box sont classées en 10 et 19 sous-familles respectivement : (FBX, FBDUF, FBL, 
FBK, FBD, FBT, FBLD, FBA, FBW, FBO) (Figure 15) (Jain et al, 2007) et (CRFA, CRFB, 
CRFC, HSF, MYB, zt-MYND, HLH, PPR,TUB, RVT, SEL1, Kelch, PAS/PAC/Kelch, LRRs, 
LRRs/ARM, WD40, Actin, RING et inconnue) (Figure 15) (Kuroda et al, 2002).  
 
Le domaine DUF est le domaine le mieux représenté par 66 des 687 protéines F-box 
présentes chez le riz (Figure 16 (B)) (Jain et al, 2007). Notons également chez le riz, environ 
67% des protéines F-box sont à domaine inconnu (FBX) (Jain et al, 2007). En outre, chez 
Arabidopsis ce sont les répétitions riches en leucine et le domaine Kelch qui sont les domaines 
majoritaires avec environ 94 protéines F-box parmi 568 protéines F-box présentes chez cette 
plante (Figure 16 (A)) (Kuroda et al, 2002). De plus, chez Arabidopsis, trois nouveaux domaines 
conservés ont été également identifiés et nommés CRFA, CRFB, CRFC (Conserved Region of 
Figure 16 : distribution des protéines F-box dans les différentes sub-familles chez (A) 
Arabidopsis thaliana (d’après Kuroda et al, 2002) et chez (B) Oryza sativa (D’après  








F-box protein A, B et C). Ces derniers représentent 67% du nombre total des protéines F-box 
présentes chez Arabidopsis (Kuroda et al, 2002). Chez l’Homme, par contre, ce sont les 
domaines WD et LRR qui sont les mieux représentés (Kipreos et Pagano, 2000). Chez les 
mammifères et la levure, il n’existe aucune protéine F-box à domaine Kelch, laissant supposer 
qu’il s’agit d’une caractéristique propre aux plantes (Jin et al, 2004).  
 
Les protéines F-box sont codées par une grande famille de gènes. Il existe respectivement 
chez la levure, le nématode et l’Homme 11, 337 et 38 protéines F-box (Kipieros et Pagano, 
2000). Chez les plantes, le nombre de protéines F-box est nettement plus élevé : 337 chez le 
peuplier, 539 chez Medicago, 692 chez Arabidopsis et 779 chez le riz (Du et al, 2009). Ce 
nombre est beaucoup plus important chez les espèces herbacées annuelles telles que Arabidopsis 
et le riz que chez les espèces pérennes (Yang et al, 2008). Chez les plantes, les protéines F-box 
constituent donc une super famille qui se trouvent très largement représentée vu qu’elle joue un 
rôle crucial au cours de l’ubiquitination et la dégradation spécifiques des protéines. Cela suggère 
donc un nombre important de protéines cibles à dégrader. 
 
Les protéines F-box sont impliquées dans un grand nombre de processus tels que : 
l’embryogenèse, la réponse hormonale, le développement des plantules, l’organogenèse florale et 
la résistance aux pathogènes (Lechner et al, 2006). Chez Arabidopsis, les fonctions d’environ 18 
protéines F-box ont été caractérisées. La première protéine F-box identifiée chez les plantes, est 
la « UNUSUAL FLORAL ORGANS » UFO, elle joue un rôle important dans le développement 
des organes floraux et l’identité du méristème floral (Levin et Meyerowitz, 1995). LKP1/ZTL ; 
LKP2/FKL et FKF1 sont des protéines F-box impliquées dans la photomorphogénèse, la 
régulation du rythme circadien et le contrôle de la floraison (Nelson et al, 2000 ; Somers et al, 
2000 ; Schultz et al, 2001 ; Imaizumi et al, 2005). Le rôle des protéines F-box : TIR1 (régulation 
de la stabilité des protéines AUX/IAA et récepteur de l’auxine chez Arabidopsis), EBF1 et EBF2 
(réponse à l’éthylène), SLY1 (réponse à l’acide gibbérellique), SLF (l’auto-incompatibilité), EID 
(Signalisation en réponse à l’éclairement) et COI1 (régulation de l’acide jasmonique), a été 
également établi (Kepinski et Leyser, 2005; Guo et Ecker, 2003 ; Lechner et al, 2006 ; Ho et al, 
2008 ; Strader et al, 2004). Par ailleurs, chez les plantes, deux protéines (SKP2A et SKP2B) ont 
été identifiées comme étant homologues à la protéine humaine F-box SKP2 (Del Pozo et al, 
F-box protein Gene 
identifier 
Name Organism Function References 
COI1 At2g39940 Coronatine Insensitive 1 Arabidopsis thaliana Jasmonate-Regulated 
defense responses, pollen 
fertility 
Xie et al., 1998; Xu et al., 
2002; Devoto et al., 2005 
ORE9/MAX2 At2g42620 Oresara 9/ More Axillary 2 Arabidopsis thaliana Regulation of leaf 
senescence, selective 
repression of axillary shoots 
Woo et al., 2001; Stirnberg 
et al., 2002 
TIR1 At3g62980 Transport Inhibitor Response 
1 
Arabidopsis thaliana Auxin receptor Gray et al., 1999; Gray et al., 
2001; Dharmasiri et al., 
2005a; Kepinski and Leyser 
2005 
AFB1/GRH1 At4g03190 Auxin signaling F Box protein 
1 
Arabidopsis thaliana Auxin receptor, plant growth 
and development 
Dharmasiri et al., 2005b 
AFB2 At3g26810 Auxin signaling F Box protein 
2 
Arabidopsis thaliana Auxin receptor, plant growth 
and development, glucose 
repression 
Dharmasiri et al., 2005b 
AFB3 At1g12820 Auxin signaling F Box protein 
3 
Arabidopsis thaliana Auxin receptor, plant growth 
and development 
Dharmasiri et al., 2005b 
SON1 At2g17310 Suppressor Of nim1-1 Arabidopsis thaliana Defense responses Kim and Delaney, 2002 
UFO At1g30950 Unusual Floral Organs Arabidopsis thaliana Determination of floral 
meristem and floral organ 
identity 
Levin and Meyerowitz, 1995; 
Wilkinson and Haughn, 1995; 
Samach et al., 1999; Durfee 
et al., 2003; Laufs et al., 
2003; Hepworth et al., 2006 
EID1 At4g02440 Empfindlicher Im Dunkelroten 
Licht 1   (More sensitive in 
far-red light) 
Arabidopsis thaliana Negative regulator in 
phytochrome A-specific light 
signaling  
Dieterle et al., 2001; 
Marrocco et al., 2006 
AFR At2g24540 Attenuated Far-Red Response Arabidopsis thaliana Positive regulator of 
phytochrome A-mediated 
light signaling  
Harmon and Kay, 2003 
EBF1 At2g25490 EIN3-Binding F box protein 1 Arabidopsis thaliana Negative regulator of 
ethylene-signaling , plant 
growth 
Guo and Ecker, 2003; 
Potuschak et al., 2003; 
Gagne et al., 2004 
EBF2 At5g25350 EIN3-Binding F box protein 2 Arabidopsis thaliana Negative regulator of 
ethylene-signaling, plant 
growth  
Guo and Ecker, 2003; 
Potuschak et al., 2003; 
Gagne et al., 2004 
ZTL/LKP1 At5g57360 Zeitlupe Arabidopsis thaliana Circadian rhythm, 
photomorphogenesis and 
flowering time 
Somers et al., 2000; Han et 
al., 2004; Somers et al., 2004 
LKP2/FKL At2g18915 Lov Kelch Protein 2 Arabidopsis thaliana Circadian clock regulation 
and flowering time control 
Schultz  et al., 2001 
SLY1 At4g24210 Sleepy 1 Arabidopsis thaliana Positive regulator of 
Gibberellic acid signaling  
McGinnis et al., 2003; Dill et 
al., 2004 
SNE At5g48170 Sneezy Arabidopsis thaliana Positive regulator of 
Gibberellic acid signaling  
Strader et al., 2004 
Tableau 1: Les protéines F-box (Arabidopsis thaliana) impliquées dans diverses fonctions 






2006). Des analyses par double hybride, ont montré que la protéine F-box SKP2A s’associe avec 
ASK1 et ASK2 pour former un complexe SCF fonctionnel ; alors qu’aucune interaction n’a été 
détectée avec ASK6, 8, 10 et 14 (Jurado et al, 2008). De plus, il a été démontré que SKP2A, co- 
immunoprécipite avec la protéine CUL1 et interagit avec les répresseurs du cycle cellulaire 
E2FC et DPB qui sont ainsi reconnus et dégradés par le protéasome 26S (Del Pozo et al, 2006 ;  
Jurado, 2008). Chez le riz, le gène SLR1, orthologue du gène GAI et RGA chez Arabidopsis, est 
un régulateur négatif de la signalisation de l’hormone gibbérelline (GA). La dégradation 
spécifique par le protéasome 26S de la protéine SLR1 qui contient un domaine nommé DELLA 
au niveau de la région N-terminale, se fait par un complexe SCF impliquant une protéine F-box 
nommée GID2 (Motoyuki et al, 2003). Une étude menée par Jain et ses collaborateurs a permis 
de récapituler dans un tableau, les différentes protéines F-box impliquées dans diverses fonctions 
biologiques (Tableau 1) (Jain et al, 2007). 
 
4.4.4. La sous-unité Skp1 
 
Skp1 (S-phase kinase-associated protein) est une protéine de petite taille (163 acides 
aminés) (Zheng, 2002). L’étude cristallographique menée par Zheng et ses collaborateurs sur le 
complexe SCFSkp2 chez l’Homme, a permis de montrer que la protéine Skp1 joue essentiellement 
un rôle d’adaptateur entre la protéine F-box et la protéine Culline1. En effet, elle est constituée 
de deux domaines principaux : une extrémité N-terminal qui fixe la protéine Cullin1 et une 
extrémité C-terminal qui fixe les protéines F-box (Zheng et al, 2002). 
L’extrémité N-terminale contient approximativement 125 résidus. Ce domaine a une 
structure semblable au domaine BTP/POZ caractérisé par des structures α/β avec en particulier, 
la présence d’une hélice α, Η4 (Shulman et al, 2000). L’extrémité C-terminale est représentée 
par deux hélices α, nommées H7 et H8 . Le domaine POZ/SKP1 se termine par deux hélices 
α, nommées H5 et H6. 
L'interface de fixation entre la protéine Skp1 humaine et la protéine F-box SKP2 
ressemble à un « sandwich » à quatre couches formé d’une part, par trois hélices α (H5, H6, H7) 
en combinaison avec les domaines H1, H2 et H3 de la protéine F-box Skp2, d’autre part, par le 
domaine H8 de la Skp1 et finalement par le premier motif LRR du domaine C-terminale de la F-
Figure 17 : Structure du complexe Skp1-Skp2 (d’après Shulman et al, 2000). 
Skp1 et Skp2 sont coloriées respectivement en bleu et en rouge. L’extrémité N-terminale de la 
protéine Skp2 est représentée par une ligne discontinue. La « variable interface » implique 
l’Hélice H8 de la région C-terminale de la Skp1 et le 1er LRR ainsi que le brin C-terminal de la 
Skp2. Le « core interface » implique quant à lui, les hélices H5, H6, H7 de la Skp1 et la boucle 






box Skp2 (Figure 17) (Shulman et al, 2000). Par ailleurs, Il a été démontré que le résidu 159 Trp 
ainsi que l’helice H8 sont essentielles pour la fonction in vivo de la protéine Skp1. En effet des 
mutations du résidu Trp159 réalisées au niveau de l’orthologue Skp1 (Saccharomyces 
cerevisiae) ainsi que des délétions de l’hélice H8 conduisent à une insensibilité vis-à-vis de la 
température de ces mutants (Schulman et al, 2000). 
 
Contrairement à la levure, les protistes, les champignons, certains vertébrés et l’Homme 
qui possèdent une unique Skp1 fonctionnelle, de nombreux organismes en présentent plusieurs. 
Les génomes de Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans et 
Oryza sativa codent respectivement pour 7, 21 (A.thaliana, C.elegens) et 32 gènes « SKP1-like » 
(Kong et al, 2007 ; Yamanaka et al, 2002). Chez les eucaryotes, la protéine Skp1 joue un rôle 
essentiel dans la régulation de la transcription, dans la progression du cycle cellulaire ainsi que 
dans de nombreux processus physiologiques (Hellmann et Estelle, 2000). Des expériences 
de « RNA interference (RNAi) » réalisées chez C. elegans montrent que les génes SKRs (SKP1-
Related genes) sont essentiels et différemment impliqués dans la régulation de la prolifération 
cellulaire, la méiose et la morphogenèse (Yamanaka et al, 2002).  
 
En outre, chez la levure Saccharomyces cerevisiae, la mutation du gène Skp1 altère la 
progression du cycle cellulaire au niveau des transitions G1/S et G2/M (Bai et al, 1996). Par 
ailleurs, chez l’Homme et la levure, l’unique Skp1 fonctionnelle, régule la phase de la mitose 
lors du cycle cellulaire (Koepp et al, 2001).  
 
Chez les plantes, de nombreuses études réalisées sur la famille des protéines SKP1-like ont 
montré son rôle dans des voies de signalisation hormonales. En effet, elles jouent un rôle 
important notamment dans les voies de réponse, à l’acide jasmonique (Xu et al, 2002) ; à 
l’auxine (Gray et al, 1999 ; Parry et Estelle, 2006) et à l’acide éthylique (Guo et Ecker, 2003). 
Elles jouent aussi un rôle essentiel, en réponse à la lumière (Zhou et al, 2002) et dans le 
développement floral et végétatif (Liu et al, 2004 ; Ni et al, 2004). En effet, les expériences de 
mutations réalisées par Zhao et ses collaborateurs, chez Arabidopsis ont montré que le phénotype 
mutant ask1 présente une réduction de la taille des feuilles et des pétales ainsi qu’une altération 
de l’identité des organes floraux. Il faut noter aussi, que chez ce mutant, l’embryogenèse n’est 
 Figure 18 : Arbre phylogénétique des gènes ASK chez Arabidopsis thalina (d’aprés 
Zhao et al, 2003). 
Cet arbre phylogénatique a été généré grâce au logiciel MEGA2.1 en se basant sur les 






pas altérée (Zhao et al, 2001). D’autres études, ont montré que le phénotype mutant ask2 quant à 
lui, présente un développement et une croissance normaux tout au long de son cycle de vie (Liu 
et al, 2004).  
 
4.4.4.1. Interactions entre les protéines SKP1et F-box 
 
Chez Arabidopsis, ASK1 est la première « Skp1-like » identifiée (Porat et al 1998). Elle 
interagit avec CUL1 et de nombreuse protéines F-box formant ainsi une multitude de complexes 
SCF (Gagne et al, 2002 ; Hua et al, 2011). Des analyses phylogénétiques ont montré que les 
gènes ASK1 et ASK2 sont les plus conservés parmi tous les gènes ASK, par rapport à la protéine 
Skp1 humaine (Hs-Skp1) et celle de la levure (Figure 18) (Zhao et al, 2003).  
De plus, parmi tous les gènes ASK, la séquence ASK2 est la plus semblable à ASK1 (75,4% 
d’acides aminés identiques et 84% de similarité) (Gagne et al, 2002). En outre, ASK1 et 2 
présentent des profils d’expression similaires durant le développement végétatif et reproducteur. 
Ces dernières sont exprimées dans la plupart des tissus supposant une action pléiotropique. Il 
faut également noter que ASK2 présente un niveau d’expression inférieure à celui d’ASK1 
(Zhao et al, 2003 ; Marrocco et al, 2003). Par contre, d’autres ASK possèdent des profils 
d'expression beaucoup plus ponctuels, notamment, ASK5 et 14 qui ne sont exprimées que dans 
les inflorescences ; ASK17 et 16, quant à eux, ne sont présents que dans les siliques (Zhao et al, 
2003). Il a été également démontré qu’une protéine ASK peut interagir avec plusieurs protéines 
F-box. En effet, chez Arabidopsis, certaines ASK (ASK1, ASK2, ASK12 et ASK13) peuvent 
interagir avec un large spectre de protéines F-box (Tableau 2) ; alors que d’autres ASK (ASK3 
et ASK16) interagissent seulement avec quelques F-box (Gagne et al, 2002 ; Takahashi et al, 
2004 ; Hua et al 2011).  
 
Contrairement à Arabidopsis, chez Oryza sativa, peu de travaux ont été faits, pour 
caractériser les protéines OSKs. Lors d’une étude de la protéine F-box GID2 (impliquée dans la 
voie de GA), des analyses par les techniques de double hybride et de co-immunoprécipitation ont 
permis de montrer que OsSkp15, orthologue de ASK1, interagit avec la protéine OsCuL1 et la 
protéine F-box GID2. OsCuL1, OsSkp15 et GID2 forment ainsi un complexe SCFGID2 (Gomi et 
al, 2004). Des études récentes réalisées chez le riz par Ming et ses collaborateurs (Ming et al, 
 
Number New_ID AGI_ID Published ASKs Interacted Method
a Function Known OG Taxa E-value References 
1 At_F0225 AT3G50080 ASK2 Y2H VFB2 7 4.6E-09 [1] 
2 At_F0304 AT5G67250 ASK1_2_more Y2H VFB4 7 2.1E-08 [2] 
3 At_F0583 AT1G78100 ASK1_2_more Y2H   8 1.2E-04 [2] 
4 At_F0269 AT1G80110 ASK1_2 Y2H   9 1.2E-08 [3] 
5 At_F0276 AT2G02360 ASK_2_MORE Y2H   9 1.4E-08 [4] 
6 At_F0634 AT1G31350 ASK1 Y2H   9 1.3E-03 [3] 
7 At_F0397 AT4G12560 ASK1_2_more Y2H, BIFC CPR30 10 2.8E-07 [5,6] 
8 At_F0623 AT2G17030b ASK1 Y2H   10 5.9E-04 [3] 
9 At_F0102 AT5G49610 ASK1_2_MORE Y2H   11 3.5E-10 [4,5] 
10 At_F0581 AT4G02740a ASK2 Y2H   11 1.1E-04 [3] 
11 At_F0115 AT1G76920 ASK1_2_more Y2H   12 4.7E-10 [2,3] 
12 At_F0214 AT4G05460 ASK2 Y2H   13 3.5E-09 [3] 
13 Atpeg0040 AT4G05460 ASK2 Y2H   13 3.5E-09 [3] 
14 At_F0522 AT3G62230 ASK4 Y2H   13 1.0E-05 [2] 
15 At_F0402 AT2G24540 ASK1 Y2H AFR 13 3.1E-07 [3,7] 
16 At_F0641 AT3G26000 ASK1_2 Y2H   13 2.1E-03 [3] 
17 At_F0477 AT2G21950 ASK1 Y2H   14 2.1E-06 [3] 
18 At_F0559 AT4G21510 ASK1_2 Y2H   14 3.8E-05 [3] 
19 At_F0563 AT3G54650 ASK1_2_more Y2H, CoIP FBL17 14 4.8E-05 [8,9] 
20 At_F0569 AT4G02440 ASK1_2 Y2H, PD EID1 14 5.9E-05 [3,10] 
21 At_F0662 AT5G49980 ASK1_2 Y2H, CoIP AFB5 14 1.4E-02 [11] 
22 At_F0705 AT2G39940 ASK1_2_MORE Y2H, CoIP COI1 14 7.3E-01 [4,12,13,14] 
23 At_F0234 AT4G24210 ASK1_2_MORE Y2H, CoIP SLY1 15 6.0E-09 [15] 
24 At_F0283 AT1G23780 ASK1_2 Y2H   15 1.5E-08 [3] 
25 At_F0297 AT5G48170 ASK1_2_MORE   SLY2 15 1.8E-08 [15] 
26 At_F0468 AT3G61060 ASK1_2_more Y2H   15 1.5E-06 [2,3,12] 
27 At_F0474 AT5G57360 ASK1 Y2H, PD ZEITLUPE /ZTL 15 1.8E-06 [16] 
28 At_F0542 AT2G18915 ASK1_2_MORE Y2H LKP2 15 2.0E-05 [17] 
29 At_F0585 AT1G68050 ASK1_2_MORE Y2H FKF 15 1.4E-04 [4,12,17] 
30 At_F0508 AT1G21410 ask1_2_more Y2H, CoIP SKP2A 15 7.5E-06 [18] 
31 At_F0678 AT2G02870 ASK1_2 Y2H   15 5.7E-02 [3] 
32 At_F0676 AT2G42620 ASK1 Y2H, PD MAX2/ORE9 15 4.6E-02 [19,20] 
33 At_F0016 AT3G61590 ASK1_2_MORE Y2H Hawiian Skirt 16 9.3E-12 [4,12] 
34 At_F0360 AT2G02230 ASK1_2 Y2H   16 1.3E-07 [3] 
35 Atpeg0078 AT2G02230 ASK1_2 Y2H   16 1.3E-07 [3] 
36 At_F0267 AT1G30950 ASK1 Y2H UFO 16 1.2E-08 [2] 
37 At_F0338 AT3G60350 ASK2_7 Y2H Arabidillo2 16 6.1E-08 [21] 
38 At_F0451 AT2G44900 ASK2_7 Y2H Arabidillo2 16 1.0E-06 [21] 
39 At_F0548 AT1G25280 ASK1 Y2H ATTLP10 16 2.8E-05 [3] 
40 At_F0505 AT4G08980 ASK2 Y2H   16 6.6E-06 [3] 
Tableau 2 : Interaction entre certaines ASK (1, 2 et 7) et un grand nombre de F-box, 
confirmée par des méthodes biochimiques chez Arabidopsis thaliana  (Hua et Vierstra, 2011). 
Figure 19 : Diagramme schématique des gènes Skp1 (d’après Kong et al, 2007). 
Les gènes Skp1 sont classés en trois types : Le type Ia : il contient un intron et deux 







2011), ont montré que la LP « Larger Panicle » code pour une protéine F-box de type Kelch, 
localisée dans le réticulum endoplasmique. Les expériences in vitro (double hybride en levure) et 
in planta (BiFC) réalisées dans les protoplastes de riz ont montré la capacité d’interaction de la 
LP avec cinq OSK (OSK1, OSK4, OSK15, OSK16 et OSK20). Les résultats obtenus lors de ces 
travaux ont suggéré que cette F-box joue un rôle important dans la régulation de l’architecture de 
la plante. En outre, les analyses morphologiques ont montré que les mutants (lp-1, lp-2) 
produisent un plus grand nombre de branches d’inflorescences particulièrement des branches 
primaires. Ces mutants contiennent également plus de grains et sont plus résistants que les types 
sauvages. Cette F-box constitue une cible importante pour les programmes d’amélioration 
génétique du rendement du grain (Ming et al, 2011). 
 
4.4.4.2. Evolution des gènes SKP1 
 
Dans une étude phylogénétique, Kong et ses collaborateurs ont analysé l’évolution des 
gènes « SKP1-like » chez différentes espèces végétales et plus particulièrement chez Arabidopsis 
et le riz (Kong et al, 2004). Ils ont démontré, que tous les gènes SKP1 dériveraient de l’ancêtre 
commun le plus récent : le gène ancestral des monocotylédones et dicotylédones nommé MRCA 
(Most Recent Common Ancestor), qui serait représenté par ASK1 chez Arabidopsis et OSK1 
chez le riz (Kong et al, 2004, 2007). Des événements de duplications (duplications segmentaires, 
duplications en tandem et rétropositions) seraient à l’origine de l’existence des différentes 
familles de gènes SKP1 chez les plantes (Kong et al, 2007).  
Kong et ses collaborateurs, ont en outre suggéré que les gènes SKP1 peuvent être classés 
en trois types : Le type Ia (contient un intron et deux exons) ; le type Ib (aucun intron 
« Intronless ») et le type II (contient plusieurs introns) (Figure 19) (Kong et al, 2007). Ces 
auteurs suggèrent également que la position de l’unique intron peut varier alors qu’elle peut être 
conservée chez certains gènes SKP1 de type Ia (Kong et al, 2007).  
Dans les génomes du riz et d’Arabidopsis, sont présents respectivement 21,7% et 19,9% de 
gènes sans introns (Jain et al, 2008). Les OSK sans introns « intronless », se trouveraient dans 
des régions riches en réetrotransposons, suggérant que le mécanisme de rétroposition aurait 
contribué à l’augmentation du nombre des SKP1 chez les plantes et notamment chez le riz (Kong 
et al, 2007). Trois études réalisées chez Arabidopsis thaliana sur les capacités des protéines ASK 
Figure 20 : Représentation par arbres phylogénétiques de l’évolution des gènes ASK 
(Arabidopis thaliana)  et OSK (Oryza sativa) (d’après Kong et al, 2007). 
Les arbres phylogénétiques ont été construits à partir de l’alignement des séquences protéiques et 
génomiques, en utilisant le logiciel MEGA 3.1 (Kumar et al, 2004). Le symbole ‘#’: correspond 
aux gènes exprimés ; le symbole ‘^’ : correspond aux gènes sans introns spécifiques, les gènes 
surlignés : correspondent à des gènes avec introns spécifiques. Les lettres T, S et R au niveau des 
nœuds indiquent respectivement la position des duplications en tandem, les duplications par 






à interagir en exploitant la technique de double hybride, ont montré que de nombreux gènes ASK 
de type sans intron (ASK9,11,4,18,19) interagissent avec un certain nombre de protéines F-box 
(Gagne et al, 2002 ; Risseeuw et al, 2003 ; Takahashi et al, 2004). De plus, d’après les 
conclusions émises par Kong et ses collaborateurs, les gènes ASK et OSK sans introns ont évolué 
sous sélection purificatrice forte. En associant leurs observations, ces auteurs suggèrent que les 
gènes SKP1 sans introns ont acquis des éléments régulateurs grâce à des mécanismes inconnus, 
d’où leur fonctionnalité (Kong et al, 2007). 
   
De plus, il faut également noter qu’en 2004, Kong et ses collaborateurs, ont démontré 
l’hétérogénéité de l’évolution des gènes SKP1 homologues d’une même espèce (les paralogues). 
Ces derniers ont observé que les gènes à évolution lente, avaient un faible ratio dn/ds (rapport 
entre substitutions non synonymes de nucléotides et substitutions synonymes) et pressentaient 
des séquences similaires à la protéine SKP1 humaine. En outre, les analyses d’expression par 
RT-PCR ainsi que les investigations d’EST, ont montré une forte expression des gènes SKP1 à 
évolution lente. Par contre, les gènes à évolution rapide ne s’expriment quant à eux, qu’à des 
niveaux bas et dans des tissus spécifiques (Kong et al, 2004). En associant les résultats obtenus 
en 2004 et 2007, Kong et ses collaborateurs ont donc conclu au fait que les gènes à évolution 
lente, tels que ASK1, ASK2 chez Arabidopsis et OSK1, OSK20 chez le riz, avaient un intron 
unique à position conservée et se positionnaient à la base des arbres phylogénétiques ; alors que 
les gènes sans introns « intronless » se trouvent quant à eux, dans les clades terminaux (Figure 

















5. Objectifs de la thèse 
 
La dégradation protéique conduit à un ajustement du niveau des protéines clés. Elle 
constitue un important processus de régulation post-transcriptionnelle qui va permettre aux 
cellules de répondre rapidement aux signaux intracellulaires et aux conditions de changements 
environnementaux. Au sein du laboratoire, nous nous intéressons particulièrement à la voie de 
signalisation : Ubiquitine Protéasome 26S (UPS). Au cours de ce travail de thèse, nous nous 
sommes intéressés à la E3 ligase de type SCF (Skp1/Culline/F-box) et plus particulièrement à la 
sous-unité Skp1 chez le riz. Skp1 joue un rôle d’adaptateur entre l’ensemble Cullin1-Rbx1 et la 
sous-unité F-box, qui reconnait de manière spécifique le substrat (Zheng et al, 2002). En outre, 
de nombreuses études ont montré l’implication de la Skp1 dans de nombreuses voies de 
signalisations hormonales ainsi que dans le développement floral et végétatif (Parry et Estelle, 
2006 ; Guo et Ecker, 2003 ; Liu et al, 2004 ; Ni et al, 2004). En dépit de l’importance du 
complexe SCF, peu ou pas de travaux caractérisent les interactions entre les protéines OSKs 
(SKP1) et les partenaires protéiques F-box. Ce travail de thèse nous a permis de réaliser une 
étude systématique chez le riz, plante modèle des monocotylédones. Nous avons réalisé des 
analyses structurales, phylogénétiques et d’expression sur l’ensemble des gènes SKP1 du riz, de 
la mousse Physcomitrella patens et de 15 plantes moncotylédones et dicotylédones. Les résultats 
obtenus suite à ces études nous ont pemis d’identifier la présence et la position de l’intron unique 
conservé chez un certain nombre de gènes notamment chez les gènes OSK1 et OSK20 du riz. De 
plus, afin de vérifier la capacité des protéines OSK à interagir avec les protéines F-box du riz, 
nous avons réalisé une étude in vitro (double hybride en levure). 30 OSK et neuf F-box 
représentatives des familles F-box les plus connues ont été ainsi choisies et ont fait l’objet 
d’analyses d’interactions OSK/F-box. L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude in 
vitro nous a permis de conclure que les 30 protéines OSK présentent des profils d’interactions 
diverses et spécifiques avec les neuf protéines F-box testées. En particulier, nous avons constaté 
que les protéines OSK1 et OSK20 interagissent avec la plupart des protéines F-box testées. 
Enfin, et afin de réaliser une étude in planta entre les deux sous-unités OSK et F-box et dans la 
perspective de confirmer les résultats obtenus en double hybride ; nous avons conduit une 







hybride. Les observations microscopiques au confocal nous ont montré que les protéines OSK et 
F-box sont spécifiquement compartimentées dans la cellule végétale. 
 
 





MATERIELS ET METHODES 
 
 





1. Matériels  
1.1. Matériel végétal et conditions de culture 
 
• Le matériel végétal utilisé lors de cette thèse est le riz (Oryza sativa L. var. 
Nipponbare). Les grains de riz ont été tout d’abord immergés dans de l’eau ultra pure pendant 
deux jours. Ils ont été ensuite semés dans des pots de terreau 10 × 10 cm à raison de 1 grain par 
pot. Le terreau utilisé est composé de « spécial semis » (Humustar : terreau avec engrais 
organique 1 à 3 kg/m3 NPK 7-4-7 ; matière sèche en % de produit brut >20% ; matière organique 
en % de MS > 40% ; pH (4,4-6,5) ; capacité de rétention d’eau 350 à 450 ml/l). Les pots sont 
placés dans une chambre de culture pendant 21 jours dans les conditions contrôlées suivantes : 
température de 28°C, 16h d’éclairage et 8h d’obscurité, intensité lumineuse d’environ 200 
µE/m²/sec et 65% d’humidité relative. La levée des grains se fait entre 3 à 5 jours après le semis.   
• Les plantes de tabac ont été utilisées afin d’exprimer des protéines chimères dans 
l’épiderme inférieur de leurs feuilles. L’espèce utilisée dans notre étude est Nicotiana tabacum. 
Afin d’obtenir des plantes de tabac, les graines ont été semées dans un bac de 30 x 50 cm rempli 
de terre stérilisée par autoclavage, puis placées à 22°C avec un éclairage artificiel jour/nuit (16h / 
8h). Quinze jours après germination, chaque plantule a été repiquée dans un pot individuel de 10 
x 10 cm. Les plantules utilisées pour nos expérimentations sont âgées de 1 mois (environ 5 
feuilles). 
1.2. Souches de bactéries 
 
• JM109 « High Efficiency » (Proméga) de génotype : endA1, recA1, gyrA96, thi, 
hsdR17 (rk–, mk+), relA1, supE44, Δ (lac-proAB), [F´ traD36, proAB, laqIqZΔM15]). Ce sont 
des bactéries compétentes utilisées pour le clonage des fragments d’ADN en vue de les 
séquencer. 
• One Shot® TOP10 « Chemically Competent E. coli» (Invitrogen) de génotype : 
F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(araleu) 7697 galU 
galK rpsL (StrR) endA1 nupG. Ce sont des bactéries compétentes utilisées pour le clonage des 
fragments d’ADN dans le vecteur pENTR™/D-TOPO. 
 









Competent Cells » (Invitrogen) de génotype : F- 
φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 
gyrA96 relA1. Ce sont des bactéries compétentes utilisées pour l’amplification des plasmides 
lors du clonage par la méthode Gateway. 
• Agrobacterium tumefaciens. La souche utilisée est la souche : GV3101 (Flückiger 
et al, 2003). Elle permet d’infecter de façon transitoire les feuilles de tabac Nicotiana tabacum. 
Nous avons utilisé cette souche afin d’effectuer des analyses de localisation in planta de 
protéines chimères fusionnées à un chromophore, la YFP (Yellow Fluorescent Protein) ou la 
CFP (Cyan Fluorescente Protein). Ces agrobactéries portent un plasmide Ti qui code pour les 
gènes de virulence permettant le transfert et l’intégration de l'ADN-T dans le génome végétal. 
Elles sont cultivées sur un milieu nutritif, le milieu LB (Tryptone : 10g ; Yeast extract : 5g ; 
NaCl : 10g ; qsp eau : 1 litre) complémenté en kanamycine (100 µg.mL-1) et gentamycine (10 
µg.mL-1) afin de sélectionner les bactéries GV3101 transformées. La résistance à la gentamycine 
est portée par le plasmide Ti, alors que la résistance à la kanamycine est introduite par le vecteur 
binaire. 
1.3. Souches de levure  
 
« MaV203 Competent Yeast Cells » (Invitrogen): de génotype (MATα, leu2-3, 112, trp1-901, 
his3∆200, ade2-101, gal4∆, gal80∆, SPAL10:URA3, GAL1: lacZ, HIS3UASGAL1:HIS3LYS2, 
can1R, cyh2R) (Vidal, 1997). Cette souche a été utilisée au cours de ce travail de thèse pour les 
expériences de double hybride. C’est une souche qui est délétée pour les gènes GAL4 et GAL80 
pour ne pas avoir d’interférence avec le gène GAL4 exogène (porté par le plasmide). Elle est 
auxotrophe pour 3 acides aminés : leu, trp, his et pour l’uracile et contient plusieurs gènes 
rapporteurs : LacZ, HIS3 et URA3 dont l’expression est révélée sur 3 milieux différents. Le gène 
LacZ code pour la ß-galactosidase facilement détectée par une coloration blanc/bleu en présence 
de X-gal. Le gène HIS3 code pour une enzyme impliquée dans la biosynthèse de l’histidine. Le 
gène URA3 code pour une enzyme nécessaire à la biosynthèse de l’uracile. Par contre, cette 
enzyme permet également la conversion de 5-FOA (5-FluoOrotic Acid) en un produit toxique. 
Dans ce contexte, l’expression du gène URA3 devient toxique sur un milieu contenant de 
Figure 21: Schéma du vecteur pGEM®-T Easy (promega) 
Figure 22: Schéma du vecteur pENTR/D-TOPO (invotrogen) 





l’uracile et du 5-FOA. Les régions régulatrices de ces gènes contiennent des séquences UAS 
(Upstream Activating Sequence), éléments de régulation reconnus par le domaine de fixation de 
l’ADN de GAL4. 
1.4. Plasmides utilisés  
 
• Le vecteur de réplication chez E. coli : pGEM®-T Easy (Promega) (Figure 21). 
Ce vecteur a été utilisé pour le clonage en vu du séquençage des fragments d’ADN amplifiés par 
PCR avec une Taq polymérase ajoutant une déoxyadénosine aux extrémités 3’. Ce plasmide de 
3015 pb possède une origine de réplication d’E coli, une origine de réplication du phage 
filamenteux f1, un gène de résistance à l’ampicilline et un fragment du gène lac Z qui intègre la 
casette de clonage pour permettre la sélection blanc-bleu des clones positifs en présence d’IPTG 
et de X-GAL. Les promoteurs des phages T7 et SP6 sont présents aux bords du site multiple de 
clonage. Le plasmide est commercialisé sous forme linéaire avec des déoxythymidine 
« sortante » aux éxtrémités 3’. Le plasmide ouvert est ajouté au fragment d’ADN à insérer en 
présence d’une ligase pour produire un plasmide recombinant.  
• Le vecteur pENTR/D-TOPO (Invitrogen) (Figure 22). Ce vecteur permet le 
clonage directionnel de produits PCR, grâce à l’ajout de quatre bases (CACC) dans l’amorce 
sens, en utilisant les propriétés de la topoisomérase I. pENTR/D-TOPOR est porteur du gène de 
résistance à la kanamycine. Nous avons utilisé ce vecteur pour le clonage Gateway. 
• Les vecteurs d’expression (Invitrogen). Le plasmide pDEST22 (Figure 23(A)) et 
le plasmide pDEST32 (Figure 23 (B)) ont été utilisés au cours cette étude afin de réaliser le 
clonage Gateway® pour le double hybride. Le vecteur pDEST32 (8923 pb) porte le gène de 
résistance à l’ampicilline et permet l’expression d’une protéine de fusion couplée au domaine de 
fixation à l’ADN du facteur de transcription GAL4 (GAL4-BD). Le vecteur pDEST22 (12288 
pb) porte le gène de résistance à la gentamycine et permet l’expression d’une protéine de fusion 
couplée au domaine d’activation (AD) du gène GAL4 (GAL4-AD). 
• Le vecteur pEarley Gate 104 (Figure 24). C’est un vecteur de destination binaire 
utilisé pour la transformation des cellules végétales par le système A. tumefaciens. La cassette 
Figure 23  : Schémas des vecteurs de destination (A) pDEST™22 et (B) pDEST™32 
(Invitrogen).  
Le vecteur pDEST32 (8923 pb) porte le gène de résistance à l’ampicilline et le vecteur pDEST22 
(12288 pb) porte le gène de résistance à la gentamycine. Ces deux vecteurs possèdent deux sites de 
recombinaison attR1 et attR2. 
A 
B 
Figure 24 :  Schéma du vecteur pEarley Gate 104 (http://biology4.wustl.edu/pikaard/) 
 
Figure 25 : Schéma du vecteur pCR/GW/TOPO (invitrogen). 
 





•  « Gateway » a été amplifiée puis clonée dans le plasmide pFGC549 (Earley et al, 
2006). YFP, sans codon stop, a été digérée du plasmide pCAM-35SEYFP-C1 (Fritze and 
Anderson, 2000) puis clonée dans le plasmide pEarley Gate 104 pour permettre des fusions en 
N-terminal de la YFP aux protéines à étudier (Earley et al, 2006). Le vecteur pEarley Gate 104 
porte deux origines de réplication, l’une pour E.coli et l’autre pour A. tumefaciens, un marqueur 
de sélection fonctionnelle chez la bactérie (résistance à la kanamycine) ainsi que l'ADN-T 
responsable de l’intégration d’ADN exogène chez les plantes. L'ADN-T borde une cassette 
d’expression et un marqueur de sélection fonctionnelle dans la cellule végétale (résistance à 
BASTA). La cassette d'expression reconnue par la cellule végétale est composée d’un promoteur, 
le 35S du virus de la mosaïque du chou-fleur CaMV (Pietrzak et al, 1986), d’une cassette 
« Gateway » et d’une séquence de terminaison, celle de la nopaline synthase "nos" (Barker et al, 
1983). 
• Le vecteur pCR8/GW/TOPO (Invitrogen) (Figure 25). C’est un vecteur linéarisé 
de 2817 pb utilisé comme vecteur d'entrée de type Gateway®. Il a été utilisé pour les expériences 
de localisations sub-cellulaires. Il possède : un gène de résistance à la spectinomycine, une 
origine de réplication dans le système bactérien et des sites attL1 et attL2 permettant la 
recombinaison avec les sites attR1 et attR2, respectivement présents sur les vecteurs de 
destinations.  
 
2.  Méthodes 
2.1. Etude bioinformatique 
 
2.1.1. Collecte des séquences  
 
Kong et ses collaborateurs (Kong et al, 2007) ont évoqué la présence de 32 gènes SKP1 
dans le génome du riz, mais seuls 28 d’entre eux ont été décrits dans cette étude phylogénétique. 
Au cours de ce travail de thèse, nous avons gardé la nomenclature utilisée par ces auteurs. Par 
ailleurs, 3 séquences OSK ont été ajoutées (OSK8, OSK24 et OSK31). Nous avons par ailleurs 
remplacé la séquence du gène identifié comme OSK14 par Kong et al (2007). Ces 4 OSK 































































































ATFBL5 (FBL) Os05g042570 
FOR:CACCATGGTTAGTGGGAGGTCAGC 
REV:TCAGTATGCGTGGCTAGGCA 





















Tableau 3 : Liste des séquences OSK et des 
amorces utilisées pour les amplifier.  
Tableau 4 : Liste des séquences F-box et des 
amorces utilisées pour les amplifier.  





nouvelles ont été obtenues grâce à une recherche sur les bases de données NCBI, « National 
Centre for biotechnology information » (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) et TIGR, 
(http://www.tigr.org/db.shtml) qui intègrent une quantité de données sur les séquences de 
plusieurs espèces végétales. Le numéro d’accession des différentes séquences OSK utilisées au 
cours de ce travail de thèse est résumé dans le (Tableau 3).  
Neuf F-box représentatif des familles F-box les plus connues (FBX, FBDUF, FBL, FBK, 
FBD and FBT) ont été choisies à partir des travaux de Jain et ses collaborateurs (Jain et al, 
2007). Le numéro d’accession des différentes séquences F-box utilisées au cours de ce travail de 
thèse est résumé dans le (Tableau 4). Par ailleurs, la plateforme Plaza 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/, version 2.5) nous a permis de récupérer les gènes 
SKP1 chez les génomes séquencés de 11 dicotylédones (A. thaliana ; A. lyrata ; L. japonicus ; 
M. truncatula ; G. max ; F. vesca ; M. esculenta ; R. communis ; P. trichocarpa ; C. papay ; V. 
vinifera), 5 monocotylédones (B. distachyon ; O. sativa. Ssp indica ; O. sativa. Ssp japonica ; S. 
bicolor ; Z. mays) et la mousse Physcomitrella patens. Toutes les séquences ainsi collectées ont 
été vérifiées tout d’abord pour s’assurer de la cohérence des séquences (présence du codon ATG 
et d’un codon stop) et d’autre part, afin de vérifier la présence des domaines protéiques 
caractéristiques (domaine BTB/POZ). Ces vérifications ont été réalisées à l’aide des logiciels 
disponibles gratuitement sur internet : BlastN pour l’alignement des séquences nucléotidiques, 
tBLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) pour rechercher des séquences nucléotidiques à l’aide 
de séquences protéiques, et Interproscan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/) pour vérifier 
la présence de signatures protéiques caractéristiques. 
 
2.1.2.  Analyse structurale de la famille des SKP1 
 
Des alignements multiples de séquences ainsi que des arbres phylogénétiques ont été 
générés grâce au logiciel Muscle (Edgar, R.C, 2004) implémenté par le logiciel MEGA5 
(Tamura et al, 2011). La platforme Plaza (http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/) nous a 
permis de vérifier la présence des introns chez les 288 protéines SKP1 appartenant aux génomes 
séquencés des moncot, dicot et mousse. Il faut également noter qu’au cours de cette étude, nous 
avons utilisé la position de l’intron conservé comme critère d’identification des gènes SKP1 
ancestraux, comme cela a été suggéré par Kong et ses collaborateurs (2007). Un intron est 
 





considéré conservé lorsqu’il se trouve en phase 0, car il se trouve situé entre deux triplets et ne 
coupe aucun codon. 
 
2.1.3. Méta-analyse de l’expression des gènes SKP1 chez le riz  
 
Nous avons utilisé deux approches pour estimer le niveau d’expression des gènes OSK 
chez le riz. Une première approche a consisté en un recensement du nombre d’EST (Expressed 
Sequence Tag) pour chaque gène OSK. Le principe étant que plus un gène est exprimé, plus il 
sera représenté par un nombre élevé d’EST dans les bases de données. Pour cette approche, nous 
avons eu recours au site « The Rice Genome Annotation Project » (RICECHIP.ORG: Support 
for Annotation & Functional Analysis of the Oryza sativa (Rice) Genome 
(http://www.ricechip.org/)) afin d’identifier le nombre d’EST dans les différents tissus des gènes 
OSK et F-box qui ont fait l’objet de notre étude. 
La deuxième approche a consisté en une exploitation des données massives issues des 
analyses du transcriptome du riz par microarrays. Pour cela, il existe de nombreux sites internet 
spécialisés qui permettent de fournir des outils afin de croiser les résultats obtenus lors de ces 
analyses. Au cours de cette étude, nous avons choisi la platforme de méta-analyse 
Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/). Elle permet de comparer les résultats de 
60 508 microarrays Affymetrix pour 14 organismes (l’Homme, la souris, le rat, la drosophile, 
Arabidopsis, l’orge, le riz, le blé, le soja, le maïs, le tabac, la tomate, la levure et la bactérie 
Escherichia coli) (Hruz et al, 2008). Ce site a été utilisé au cours de ce travail de thèse afin de 
réaliser des analyses anatomiques chez les gènes SKP1-like. En effet, afin d’étudier le profil 
global d’expression des SKP1 dans les différents tissus, une analyse par clusters a été réalisée. 
L’analyse par cluster consiste à regrouper les gènes présentant des profils d’expression similaires 
dans les expériences considérées, ou à regrouper des échantillons ayant des profils d’expressions 
géniques similaires. Les gènes présents au sein d’un même cluster, présentent donc un profil 
d’expression similaire. Par ailleurs, nous avons eu recours aux études microarray Affymetrix 
(http://www.affymetrix.com) afin de récupérer les sondes Affymetrix représentatives de 
l’ensemble des gènes SKP1 chez le riz. Il faut également noter que nous avons exclu au cours de 
ce travail, les sondes qui reconnaissent plusieurs gènes à la fois afin de privilégier une plus 
grande spécificité.  
 






L’analyse de la classification hiérarchique a été normalisée par l’algorithme RMA (Robust 
Multi Array Analysis). L’algorithme RMA nous a permis de réaliser une correction du bruit de 
fond suivie d’une normalisation par quantile de 871 expériences disponibles sur internet 
(http://bioinf.mind.meiji.ac.jp/Rice_network_public) (Kazuki et al, 2011). En effet, La 
normalisation par la méthode des quantiles est devenue un standard pour normaliser tout type de 
données issues de la biologie moléculaire (qPCR, puces à ADN, données de séquençage à haut 
débit etc...). Toutes les données correspondants aux gènes Skp1 ont été sélectionnées et analysées 
en utilisant le programme MeV 4_5_1 (multiples Experiment Viewer) 
(http://www.tm4.org/mev/). L’analyse par cluster a été réalisée en utilisant la distance 
euclidienne et la méthode «complete linkage" ou "voisin le plus éloigné" (méthode hiérarchique 
permettant d'organiser les ressemblances suivant une hiérarchie). 
2.2. Les techniques générales de biologie moléculaire 
 
2.2.1. Extraction des acides nucléiques 
 
2.2.1.1. Extraction d’ADN 
 
Pour l’extraction de l’ADN à partir des feuilles des plantes de riz âgées de 21 jours, nous 
avons utilisé une méthode d’extraction adaptée à partir du protocole décrit par Saghai-Maroof et 
al. en 1984. Les échantillons sont d’abord broyés dans de l’azote liquide, puis sont soumis à de 
nombreux traitements. Les échantillons sont traités dans 9 ml de CTAB, afin de solubiliser les 
membranes cellulaires. Après incubation 30 min à 65°C sous agitation, 5 ml de 
chloroforme/alcool isoamylique sont ajoutés afin d’extraire les protéines. Après centrifugation 
pendant 10 min à 10 000 rpm à 4°C, 50 µl de RNAses A à 10 mg/ml (employé afin d’éliminer 
les ARN) sont ajoutées au surnageant. Une fois homogénéisé et incubé 30 min à 37°C, 200 µl de 
protéinase K à 20 mg/ml (employé pour la déprotéinisation de l’ADN) sont ajoutées au 
surnageant. Après incubation 1h à 37°C, 1 ml de tampon CTAB à 10% à 65°C et 7 ml de 
chloroforme/alcool isoamylique (IAA)   sont ajoutés. De nouveau, une centrifugation 10 min à 
10 000 rpm à 4°C est réalisée. Une fois le surnageant récupéré, 20 ml de tampon de précipitation 
sont ajoutés. Après centrifugation 15 min à 12 000 rpm à 4°C, le surnageant est éliminé puis le 
Tampon CTAB 2X, pH=8,0 (1litre) 




PVP 40000 1% 10g 
H2O  qsp 1 litre 
Chloroforme/Alcool isoamylique (1litre) Chloroforme 24V 960 ml 
IAA 1V 40 ml 




H2O qsp 1 litre  
RNAse A à 10 mg/ml 
RNAse A   100 mg  
Tris  (pH=7,5) 1M  100 µl 
NaCl  1M  150 µl 
H2O  qsp 10 ml 
Tableau 5 : Les tampons utilisés pour l’extraction d’ADN génomique à partir de feuilles de 
riz.  





culot est repris par 3 ml de TE High. Après incubation du culot jusqu'à dissolution à 65°C, les 
ADN sont précipités par 6 ml d’éthanol absolu à -20°C puis les échantillons sont centrifugés 15 
min à 12 000 rpm à 4°C. Le culot ainsi obtenu est repris dans 500 µl de TE 0.1X. 500 µl de 
phénol/chloroforme/IAA sont ensuite ajoutés. Après centrifugation 10 min à 12 000 rpm  à 4°C, 
la phase supérieure est récupérée puis 500 µl de chloroforme neutre, afin d’éliminer les traces de 
phénols, y sont ajoutés. Une centrifugation 10 min à 12 000 rpm à 4°C est ensuite réalisée ce qui 
permet la récupération de la phase supérieure. 20 µl de NaCl 1M et 1 ml d’isopropanol (employé 
pour la précipitation de l’ADN) sont ajoutés. A ce stade, les échantillons peuvent être incubés 30 
min à -20°C ou 1 nuit à 4°C. Après centrifugation 10 min à 10 000 rpm  à 4°C, le surnageant est 
éliminé puis 1 ml d’éthanol 70% (employé pour les lavages) est ajouté. De nouveau, une 
centrifugation 10 min à 10 000 rpm à 4°C est réalisée. Une fois le surnageant éliminé, un second 
lavage à l’éthanol 70% est effectué. Après séchage du culot 10 minutes au speed-vac, le culot est 
dissout dans du TE 0,1X et finalement stocké à 4°C. Les différents milieux utilisés sont résumés 
dans le (Tableau 5). 
 
2.2.1.2. Extraction d’ARN 
 
Les ARN totaux ont été extraits à partir des feuilles de riz congelées à -80°C âgées de 21 
jours. La méthode d’extraction utilisée au cours de ce travail est basé sur une extraction à l’aide 
de borate, suivie de nombreux traitements au phénol-chloroforme. Cette méthode a été décrite 
par Bogorad et ses collaborateurs en 1983, et a  subi quelques ajustements pour de petites 
quantités de matériel végétal d’environ 250 mg (Bogorad et al., 1983). En résumé, nous avons 
broyé les échantillons dans de l’azote liquide puis ces derniers ont subi un certain nombre de 
traitements. Les membranes cellulaires sont solubilisées dans 900 µl de tampon borate basique 
pendant 5 minutes à 65°C. Après addition de 900 µl de phénol acide les échantillons sont 
centrifugés 15 min à 14 000 rpm à 4°C afin, d’éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est 
récupéré et 900 µl de phénol/chloroforme/IAA est ajouté et les tubes sont centrifugés 15 minutes 
à 14 000 rpm à 4°C. Les échantillons sont par la suite traités par le chloroforme neutre pour 
éliminer les traces de phénol. Les ARN totaux sont alors présents dans la phase aqueuse 
supérieure, tandis que l’ADN se trouve dans la phase phénolique et les protéines à l’interface. 
Après récupération de la phase aqueuse, les ARN sont précipités par addition d’un volume 
Tampon borate (100 ml) 
Acide borique  200 mM 1,24g 
EDTA  30 mM  (6 ml d’une solution mère à 0.5 M, pH 8) 
Ajuster à pH=9 
  Autoclaver 
SDS  1% 5 ml d’une solution de SDS 20% 
β-mercaptoéthanol 3% 3 ml 
Chlorure de lithium 10M (50 ml)  LiCl  10M 21,2g 
Eau ultra pure  qsp 50 ml 
Tableau 6 : Les tampons utilisés pour l’extraction d’ARN à partir de feuilles de riz. 





d’isopropanol et sont laissés 2 heures à –80°C puis centrifugés 30 min à 14 000 rpm à 4°C. 
Après élimination de l’isopropanol, le culot d’ARN est lavé à l’éthanol froid, séché puis 
solubilisé dans de l’eau et traité par le chlorure de lithium pour précipiter les ARN de haut poids 
moléculaire. Après incubation 1 nuit à 4°C, les échantillons sont centrifugés à 14 000 rpm, 30 
min à 4°C. Le culot est ensuite lavé par l’ajout de 500 µl d’éthanol 70% froid puis centrifugé à 
12 000 rpm, 5 min à 4°C. Cette opération est répétée 2 fois. Après séchage du culot au speed-vac 
pendant 10 minutes le culot est solubilisé avec de l’eau stérile. Puis, une digestion DNAsique est 
réalisée. Après incubation 15 minutes à température ambiante, la réaction est stoppée par de 
l’EDTA (20 µl). Les échantillons sont par la suite incubés 10 min à 65°C, puis de l’eau stérile 
(500 µl) ainsi que du phénol chloroforme/IAA (500 µl) sont ajoutés. Une centrifugation 10 000 
rpm, 10 min à 4°C est réalisée. 500 µl de chloroforme neutre sont ajoutés au surnageant, puis une 
centrifugation 10 000 rpm, 10 min à 4°C est réalisée. 2,5V d'éthanol 100% froid et 0,5V d'acétate 
de sodium 3M sont ajoutés au surnageant. Après avoir mélangé par inversion et laissé 2 heures à 
–80°C, les échantillons sont centrifugés à 14 000 rpm 30 min à 4°C. Le culot obtenu est lavé par 
de l’éthanol 70% froid, puis centrifugé 12 000 rpm 5 min à 4°C. Cette opération est répétée 2 
fois. Finalement, le culot est séché au speed-vac pendant 10 min puis solubilisé dans 50 µL d’eau 
stérile.  
Une fois l’extraction terminée, les ARN sont conservés à –20°C. La qualité et la quantité 
des ARN a été vérifié. Tout d’abord, une électrophorèse sur gel d’agarose 1% a été réalisée afin 
de vérifier l’intégrité des ARN extraits à travers l’observation des bandes correspondant aux 
ARNr 18S et 28S. D’autre part, un dosage à l’aide d’un Nanodrop (Thermoscientific) a été 
effectué. Cela nous a permis de déterminer tout d’abord la concentration des ARN totaux pour 
une densité optique à 260 nm (1 unité de densité optique correspondant à une concentration de 
40 µg/ml) et aussi le taux de contamination des ARN par des protéines grâce à une vérification 
des rapports de densités optiques à 260 et 280 nm (le rapport doit être compris entre 1,8 et 2). 
Les différents milieux utilisés sont résumés dans le (Tableau 6). 
 
2.2.2. RT-PCR  
 
Suite à leur extraction à partir des feuilles de riz, les ARN totaux vont permettre la 
synthèse d’ADNc simple brin grâce à la réaction de transcription inverse. Les molécules 
 





obtenues vont donc servir de matrice à une réaction PCR en utilisant un couple d’amorces 
oligodésoxyribonucléotidiques spécifiques de la séquence à amplifier. La PCR permet également 
de rajouter aux extrémités de cette séquence des sites de recombinaison (ou de restriction) 
indispensable au clonage. Les analyses de l’ADN amplifié s’effectuent par migration sur gel 
d’agarose contenant du bromure d’ethydium dans un tampon TAE.  
 
2.2.2.1. La transcription inverse 
 
Nous avons utilisé 2µg d’ARN totaux afin de réaliser la synthèse d’ADNc. Les ARN ont 
été d’abord incubés 30 min à 37°C en présence de 2U de DNase (Fermentas 1U/μl, conservé 
dans 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM CaCl2 et 50% (v/v) de glycérol) et du tampon de 
réaction 10X (100 mM Tris-HCl, 25 mM MgCl2 et 1 mM CaCl2) pour un volume final de 10 μl.  
 
Par la suite, l’ajout de l’EDTA (25 mM) a permis de stopper la réaction. Une incubation à 
65°C durant 10 min est ensuite effectuée. Une dénaturation des ARN pendant 5 min à 65°C a été 
effectuée en présence d’amorces d’oligodT (500 ng) et d’un mélange de dNTP (10 mM chacun) 
suivie de l’ajout du tampon de la transcriptase inverse (Superscript II, Invitrogen) et de 0,1M de 
DTT. Le mélange est ensuite incubé à 42°C pendant 2 min. la Superscript II (Invitrogen) (200U) 
a finalement été ajoutée au mélange puis incubé 50 min à 42°C. La solution est par la suite 
chauffée 15 min à 70°C afin de stopper la réaction puis incubée 20 min à 37°C avec de la RNase 
H (2U) afin d’éliminer les ARN (structure double brin ARN/ADN). Les ADNc ainsi obtenus 




Les réactions de polymérisation en chaîne (PCR) effectuées au cours de ce travail ont été 
réalisées sur un thermocycleur BioRad iCycler «Gradient Feature». Nous avons utilisé pour 
toutes nos réactions d’amplification par PCR, le mix 2X EconoTaq™ Plus (Lucigen, contenant 
0,1 unités/μl d’EconoTaq DNA Polymerase, 400 μM de chacun des quatre NTP, 3 mM MgCl2, 
tampon de réaction (pH 9)). Les réactions d’amplification sont réalisées avec 1 à 2 µl d’ADNc, 
250 nM de chaque amorce, 10 µl de 2X EconoTaq™ Plus pour 1 volume final de 20 µl. Le 
Tableau 7: Tableau résumant les Tm et le nombre de cycles utilisées pour chaque couple 
d’amorces OSK et F-box  
OSKs Tm Nombre de cycles 
OSK4 64°C 35 
OSK5 59°C 40 
OSK6 64°C  35  
OSK9 57°C 35 
OSK11 58°C   35 
OSK14 60°C  35  
OSK16 60°C  35  
OSK17 62°C  35  
OSK19 60°C  35  
OSK20 58°C 40 
OSK21 62°C 35 
OSK26  64°C   35 
      
F-box Tm Nombre de cycles 
ATFBL5 58°C 40 
FBX 58°C 40 
TIR1 58°C 40 
FBA 60°C 40 
FBK  62°C 40 





programme PCR utilisé varie en fonction du Tm (température d’hybridation) des amorces et du 







Nous avons réalisé des PCR avec un gradient de température afin de déterminer le Tm 
optimal pour chaque couple d’amorces. Les Tm et le nombre de cycles utilisé pour chaque 
couple d’amorce sont présentés dans le Tableau 7. Une fois la PCR terminée, la migration des 
amplifiats est réalisée sur gel d’agarose additionné de BET (s’intercale entre les bases de l’ADN) 
et visualisé sous excitation UV. Les gels d’ADN sont finalement photographiés à l’aide d’une 
caméra. Une fois la migration des produits d’amplification terminée, il est primordial de 
s’assurer de la spécificité de l’amplification au cours de la PCR. Pour cela, les amplifiats ont été 
séquencés puis comparés avec la séquence initiale. Afin de réaliser le séquençage, les produits 
d’amplification doivent être purifiés, clonés dans un vecteur, transformés dans des bactéries qui 
seront criblées pour vérifier la présence de l’insert et finalement une « mini préparation » devra 
être réalisée pour extraire les plasmides des bactéries avant d’être envoyé au séquençage. Ces 
différentes étapes sont présentées dans ce qui suit. 
 
2.2.3. Purification des produits d’amplification 
 
Après séparation et visualisation des fragments d’ADN d’intérêts, ces derniers sont excisés 
et purifiés à l’aide du kit Nucleospin extract II (Macherey-Nagel) en vue de les cloner et de les 
séquencer. Le principe de ce kit est très simple, il permet d’éliminer efficacement les détergents, 
les nucléotides libres et les amorces présents dans les produits PCR. L’ADN se fixe à la 
membrane de silice en présence de sels chaotropiques (« buffer NT » : solution contenant de la 
guanidine de thiocyanate qui favorise la fixation de l’ADN à la membrane de silice. Cet agent 
chaotropique va permettre de dénaturer les protéines, dissoudre l’agarose et faciliter l’accrochage 
de l’ADN double brin sur la membrane en silice). L’élimination des sels ainsi que des 
Dénaturation 95°C 2 min 
Amplification (X Cycles) 
95°C 20 sec 
Tm Ɵ°C 30 sec 
72°C 1 min/Kb 
Elongation finale 72°C 10 min 
Conservation 15°C ∞ 
 





macromolécules solubles se fait par simple lavage avec le « ethanolic wash buffer NT3». Au 
final, de l’ADN pur est élué avec 20 µl de « Elution Buffer NE (5 mMTris/HCL, pH 8,5) » Nous 
avons évalué la pureté de l’ADN purifié en déposant sur gel d’agarose 1/10ème
 
 de l’échantillon.  
2.2.4. Clonage dans le plasmide pGEM-T easy 
 
Afin de cloner nos fragments d’intérêts dans le vecteur pGEM-T easy, nous avons utilisé le 
kit « pGEMT Easy vector system » (Promega). 50 ng d’ADN ont été ajoutés au mélange 
réactionnel (5 µl de 2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA ligase ; 1 µl de pGEM-T Easy Vector 
(50 ng/µl) ; 1 µl de T4 DNA ligase (3U/µl)) pour un volume total de 10 µl. la réaction est 
maintenue pendant 1 heure à température ambiante. Une fois cette étape de ligation de l’insert 
dans le vecteur terminée, nous avons procédé à la transformation de 50 µl d’E. coli (JM109 
High, Promega) supplémentés de 2 à 4 µl du produit de ligation. 50 à 200 µl de bactéries ont été 
étalés sur un milieu de culture LB, supplémentés avec 1 ml d’ampicilline à 50 mg/ml, 300 µl 
d’IPTG 20% et 1 ml X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-d-galactopyranoside, substrat de la β-
galactosidase) à 100 mM. L’insertion du fragment au milieu du gène de la β-Galactosidase, 
inactive la protéine et permet de discriminer les colonies contenant l’insert (colonies blanches, 
n’exprimant pas la β-Galactosidase) de celles contenant le vecteur vide (colonies bleues, 
exprimant la β-Galactosidase). Cette méthode de clonage utilise les extrémités cohésives T-
sortant du vecteur linéarisé, qui se lient aux extrémités A-sortant des fragments d’amplification 
générés par la polymérase utilisée au cours de l’amplification PCR. 
 
2.2.5. Criblage des colonies  
 
Les colonies blanches résultantes du clonage dans le vecteur pGEM-T easy sont récupérées 
et mises en culture dans 10 ml de milieu LB additionné d’ampicilline (50 mg/ml). Elles sont 
ensuite incubées 1 nuit à 37°C sous agitation à 250 rpm. Pour chaque colonie mise en culture, 10 
μl sont prélevés et centrifugés 30s à 14 000g (Minispin, Eppendorf) à température ambiante. Une 
fois le surnageant éliminé, le culot est repris dans 10 μl d’eau ultra -pure. Ce mélange est chauffé 
à 95°C pendant 5 minutes. Pour vérifier la présence ou non du fragment d’intérêt, nous avons 
 





utilisé les amorces spécifiques de ce dernier pour réaliser une PCR de vérification comme cela a 
été décrit précédemment. 
 
2.2.6. "Mini-préparation" d'ADN plasmidique 
 
Nous avons utilisé au cours de ce travail, la Mini-préparation d’ADN plasmidique par lyse 
alcaline (Sambrook et Russell, 2001), à partir des bactéries criblées par PCR. Cette méthode 
nous a permis d’obtenir un vecteur recombinant purifié en quantité et qualité suffisante pour le 
séquençage du fragment d’intérêt. La lyse alcaline est la méthode la plus commune pour lyser la 
cellule bactérienne en vue de la purification de plasmides. Cette méthode a été réalisée en 
plusieurs étapes : 
• Solubilisation du culot : Après centrifugation de 1,5 ml de culture bactérienne 
pendant 1 min à 14 000 rpm, le milieu de culture est éliminé et les bactéries culottées ont été 
reprises dans une solution contenant du glucose pour la pression osmotique, du tris pour le pH, 
de l’EDTA pour inhiber les Dnases, et de la Rnase A pour éliminer les ARN. Cette étape est 
importante : une bonne suspension conditionne le nombre de bactéries qui seront lysées et donc 
la quantité de plasmides purifiés. 
• Lyse des cellules bactériennes : Les cellules bactériennes sont lysées durant 5 
minutes avec un tampon NaOH/SDS. Le SDS solubilise les composants phospholipidiques et 
protéiques des membranes cellulaires permettant ainsi la libération du contenu cellulaire. Le 
NaOH dénature les ADN chromosomiques et plasmidiques et les protéines. 
• Neutralisation de la réaction de lyse : Nous avons utilisé pour cela une solution 
d’acétate de potassium acide (pH=5,5).  
• Clarification du lysat : Nous avons réalisé une centrifugation du lysat pendant 10 
min à 14 000 rpm ce qui a permis de précipiter les débris et de prélever le surnageant contenant 
l'ADN plasmidiques en solution. 
• Précipitation alcoolique et reprise des culots : Les culots ont été lavés en ajoutant 
500 µl d'éthanol 70%. Ce denier engendre la précipitation des acides nucléiques tout en 
procurant assez d'eau pour dissoudre les sels des tampons utilisés au cours de cette manipulation. 
 
Figure 26 : Schéma du principe de la technique Gateway (Invitrogen). 
La séquence d’intérêt est amplifiée par PCR et des adaptateurs B1 (attb1) et B2 (attb2) sont 
ajoutés à chaque extrémité. Le produit PCR ainsi obtenu est inséré dans le vecteur donneur 
(pDNOR), qui possède les sites de recombinaison P1 (attP1) et P2 (attP2),  par l’action 
enzymatique de la BP clonase. On obtient un clone d’entrée flanqué des sites de recombinaisons 
L1 (attl1) et L2 (attl2). Le vecteur d’entrée est ensuite combiné au vecteur de destination grâce à 
la LR clonase pour obtenir le vecteur d’expression qui sera finalement transformé dans les 
bactéries. Le ccdB : est gène codant pour une protéine toxique pour la plupart des souches 
bactériennes. Seules les cellules ayant incorporées les vecteurs recombinés (n'ayant plus le gène 
ccdB)  peuvent se développer sur milieu sélectif. 
BP clonase 
LR clonase 





2.2.7. Le séquençage des inserts d’intérêts  
 
Les solutions de cultures bactériennes de nos fragments d’intérêts ont été envoyées à la 
société GATC (Marseille, France). Ces derniers ont réalisé le séquençage selon la méthode 
Sanger (1977) à l’aide des amorces universelles SP6/T7. 
 
2.3. La technologie GATEWAY  
 
2.3.1. Principe du clonage GATEWAY  
 
En 2000, une technologie de clonage directionnel appelée « technologie Gateway » a été 
mise au point par Hartley et ses collaborateurs et commercialisée par la société Invitrogen. Elle 
est basée sur les réactions de recombinaison permettant l'intégration et l'excision du phage 
lambda dans le génome d’Escherichia coli (Hartley et al, 2000 ; Earley et al, 2006). Ces 
réactions sont médiées par des enzymes « recombinases » de la famille des λ intégrases qui  
catalysent un échange réciproque d'ADN double-brin entre deux sites de séquences nucléiques 
spécifiques. 
Le principe de cette méthode est représenté dans la (Figure 26). Le clonage GATEWAY 
permet la recombinaison directionnelle d’un produit PCR (portant le gène d’intérêt et deux sites 
de recombinaison attB : attB1 et attB2 ajoutés grâce aux amorces de PCR) et d’un vecteur 
donneur (portant deux sites attP : attP1 et attP2) grâce à une réaction de recombinaison dite de 
«BP». Le produit de cette première recombinaison, appelé vecteur d’entrée, sert de matrice à une 
seconde recombinaison dite de «LR» avec un vecteur de destination (portant deux sites de 
recombinaison attR : attR1 et attR2) pour obtenir un vecteur d’expression qui sera utilisé pour 
transformer les souches bactériennes. Il faut noter que les deux étapes de recombinaison BP et 
LR nécessitent respectivement deux enzymes chacune : la BP clonase qui est constituée d’un 
mélange de « phage protein integrase » (Int) et de « bacterial protein integration host factor» 
(IHF) et la LR clonase : qui est constituée d’un mélange d’enzymes Int, IHF et une enzyme 
additionnelle du phage : excisionase (Xis).  
 
 
Figure 27 :  Recombinaison homologue entre le pENTR D-TOPO et le vecteur de destination 
(d’après Magnani et al, 2006). 
La recombinaison s’effectue entre les régions AttR1 et AttL1 (vert foncé) d’une part, et AttR2 et 
AttL2 (vert clair) d’autre part.  Cela  permet à l’insert cloné de passer du clone d’entrée pENTR 
D-TOPO aux vecteurs de destination qui devient ainsi un vecteur d’expression. 
pENTR D-TOPO  





2.3.2. Processus de la méthode GATEWAY 
 
2.3.2.1. Clonage directionnel dans le vecteur d’entrée pENTR™/D-
TOPO® 
 
Nous avons choisi dans notre étude, le clonage directionnel des gènes d’intérêt dans le 
vecteur d’entrée pENTR™/D-TOPO®. Nous avons utilisé pour cela, le kit « The pENTR™ 
Directional TOPO®Cloning Kits » commercialisé par la société Invitrogen. Le choix de ce 
vecteur nous a permis de réaliser la 1ére
Le processus suivi pour le clonage des gènes d’intérêts (OSK et F-box) dans le vecteur 
pENTR™/D-TOPO® est le suivant (Figure 28) : 
 étape du clonage GATEWAY de manière rapide et sans 
avoir recours à la BP recombinaison. En effet, le vecteur pENTR/D-TOPO, porteur du gène de 
résistance à la kanamycine, possède déjà de part et d’autre les sites attl1 et attl2 nécessaires à la 
recombinaison homologue. Celle-ci s’effectue entre les régions AttR1 et AttL1 d’une part, et 
AttR2 et AttL2 d’autre part, ce qui permet le passage de l’insert cloné du pENTR D-TOPO aux 
vecteurs de destinations qui deviennent ainsi des vecteurs d’expressions (Figure 27). 
 
• Dessins des amorces : Nous avons généré des produits PCR à l’aide d’amorces 
spécifiques sens, contenant les nucléotides suivants : 5’-CACC-3’ (préconisé par Invitrogen afin 
que le clonage soit directionnel) et des amorces anti-sens spécifiques (Tableau 3 et 4). Les 
amorces doivent également contenir les structures suivantes : un codon d’initiation ATG (ATG 
du gène d’intérêt ou non) pour l’amorce sens permettant la traduction de la protéine, l’amorce 
spécifique du gène est composée d’au moins 20 pb et un codon stop pour l’amorce anti-sens. 
 
• Amplification des produits PCR : Une PCR a été réalisée sur 2 µl de produits 
RT en utilisant le mélange réactionnel standard avec les amorces décrites ci-dessus. Le 
programme d’amplification utilisé est le même que celui décrit au préalable dans le texte. Le 
produit PCR est par la suite déposé sur gel d’agarose afin de le purifier par le kit GFX. Ensuite, 
les éluas ont été dosés au nanodrop à 260 nm, 280 nm et 230 nm pour estimer la quantité et la 
qualité des fragments purifiés. 
 
Figure 28 : Clonage directionnel dans le vecteur pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen). 
 






• La réaction de clonage TOPO, transformation dans E coli, criblage et 
purification : nous avons suivi les différentes étapes décrites dans le kit. Le vecteur d’entrée 
recombinant est ensuite vérifié par amplification PCR en utilisant les amorces M13, suivi d’un 
dépôt sur gel d’agarose. Ensuite, les plasmides ont été isolés par mini-préparation. Enfin, chaque 
construction est vérifiée par séquençage. 
 
2.3.2.2. Réaction de recombinaison LR 
 
Comme pour le clonage dans le vecteur d’entrée pENTR™/D-TOPO®, les 
recommandations du fournisseur ont été suivies pour cette recombinaison. Le vecteur d’entrée a 
servi de matrice à une recombinaison LR avec les vecteurs de destination pDEST22 et pDEST32 
pour obtenir les vecteurs d’expression de protéines. Afin de réaliser la LR recombinaison, nous 
avons suivi les étapes suivantes : 
 
• Nous avons d’abord mélangé dans un microtube : 150 ng du clone d’entrée 
(séquence d’intérêt cloné dans le vecteur pENTR™/D-TOPO), 150 ng/µl du vecteur de 
destination (pDEST22 et pDEST32), 2 µl de LR Clonase II enzyme mix et du tampon TE (pH 
8,0) dans un volume final de 10 µl. Le mélange est alors incubé 18h à 25oC. 
 
• Le lendemain la LR clonase est inactivée par incubation pendant 10 min à 37°C 
avec 1 µl de protéinase K à 2 µg/µl. 
 
• Le produit de recombinaison est ensuite transformé dans des cellules d’E. coli 
DH5α selon la méthode suivante : nous avons placé dans 1 microtube 1 µl de produit issu de la 
recombinaison, 50 µl de cellules DH5α. Le mélange est incubé durant 30 min dans l a glace puis 
nous avons procédé à un choc thermique de 20 secondes à 42°C. Une fois le milieu SOC ajouté, 
les microtubes sont incubés 1 heure à 37°C sous agitation à 225 rpm. Le mélange est finalement 
étalé sur milieu sélectif approprié (LB agar additionné de 10 µg/ml de Gentamycine pour le 
vecteur pDEST32 et de 100 µg/ml d’Ampicilline pour le vecteur pDEST22), et incubé 1 nuit à 
37°C. 
Figure 29 : Principe du double hybride. 
(A)La souche Le système double hybride exploite les propriétés modulaires de l’activateur 
transcriptionnel (facteur de transcription GAL4). Le domaine de fixation à l’ADN de GAL4 
(Gal4 BD) (bleu) est incapable d’activer la transcription d’un gène à moins que physiquement il 
ne soit associé au domaine d’activation (Gal4 AD) (vert).  
(B)de levure est co-transformée avec les deux plasmides de destination codant respectivement 
pour les protéines chimères proies (GAL4-AD) (jaune) et appât (GAL4-BD) (violet).  
(C)En cas d’interaction entre ces deux protéines, les deux domaines sont reconstitués, ce qui a 
pour conséquence d’activer l’expression du gène rapporteur (LacZ) dont les promoteurs sont sous 




































• Après avoir effectué une incubation une nuit à 37°C, les bactéries transformées 
sont criblées de la façon suivante : nous avons repiqué 5 colonies dans 5 ml de milieu LB 
additionné de l’antibiotique approprié, incubé 1 nuit à 37°C, isolé les plasmides en faisant une 
mini-préparation par lyse alcaline. La construction finale obtenue est analysée par PCR et 
séquencée.  
 
2.4. Le Système de double-hybride en levures : étude de l’interaction 
protéine-protéine  
 
2.4.1. Principe de la méthode  
 
Le système de double-hybride (DH) (Figure 29) développé chez la Levure Saccharomyces 
cerevisiae (Yeast Two-Hybrid ou Y2H) est devenu un outil idéal pour identifier les gènes 
codant pour des protéines interagissant physiquement (protéines proie ou cible) avec une 
protéine donnée (protéine appât) (Fields et Song, 1989 ; Chien et al, 1991). Basé sur des 
principes de la génétique de la levure, le double hybride offre de nombreux avantages en 
comparaison des méthodes biochimiques traditionnelles de détection des interactions protéiques. 
Les avantages incluent principalement d’éviter les méthodes coûteuses et longues d’extraction et 
de purification des protéines ; cela accompagne une réduction du temps d’identification des 
partenaires protéiques. De plus, le double hybride est une méthode adaptée à des analyses de 
mutations permettant une identification d’importants motifs d’interaction protéine – protéine qui 
ne peuvent être détectés par des approches biochimiques classiques (Serebriiskii et al, 2000).  
Le système du double hybride est basé sur la nature modulaire de nombreux activateurs 
transcriptionnels eucaryotes, comme la protéine de levure GAL4. Dans la levure sauvage, les 
gènes nécessaires au métabolisme du galactose sont contrôlés par deux protéines régulatrices, 
GAL4 (protéine de 881 acides aminés) et GAL80 ainsi que par la source de carbone dans le 
milieu. Lorsqu’il y a du galactose, la protéine GAL4 se lie à des séquences situées dans les UAS 
(Upstream Activating Sequences) et active la transcription du gène Gal1 responsable du 
catabolisme du galactose. En absence de galactose, GAL80 se lie à GAL4 et cette interaction 
bloque l’activation transcriptionnelle. Chez les eucaryotes, les activateurs transcriptionnels 
 





comprennent le plus souvent deux domaines distincts : un domaine de liaison à l’ADN (DNA-
BD pour DNA Binding Domain) essentiel à la liaison de l’activateur sur son promoteur cible et 
un domaine d’activation de la transcription (AD pour Activation Domain) région responsable de 
la transcription d’un gène (Hope, 1986 ; Keegan et al, 1986). Les deux domaines agissent de 
manière indépendante, seul, aucun d’entre eux ne peut activer la transcription, mais chacun des 
domaines reste fonctionnel lorsqu’il est fusionné à d’autres protéines. Il est donc possible de 
fusionner un domaine d’activation (AD) à un domaine de liaison à l’ADN (BD) et de reproduire 
l’effet de la protéine entière dans des systèmes de transcription in vitro. 
Le principe de la méthode DH repose sur l’utilisation de ces deux domaines séparément. 
Une protéine X est fusionnée avec le domaine de liaison à l’ADN (BD), et une autre protéine Y 
est fusionnée avec le domaine d’activation (AD). Ces deux protéines sont co-exprimées dans le 
noyau de la cellule de levure. En cas d’interaction entre ces deux protéines, les deux domaines 
sont reconstitués, ce qui a pour conséquence d’activer l’expression des gènes rapporteurs (LacZ, 
HIS3 et URA3) dont les promoteurs sont sous le contrôle du facteur de transcription.  
La technique DH peut s'appliquer à l'échelle d'un génome de deux manières différentes : 
• Une approche qui consiste à cribler une banque cDNA à la recherche de 
partenaires à la protéine d’intérêt. Dans cette approche chaque protéine étudiée, appelée appât, 
est clonée en fusion avec DB. Des cellules de levure sont transformées avec une copie du 
plasmide DB et un des plasmides AD au hasard. Les cellules sont cultivées sur un milieu sélectif 
correspondant à l'un des gènes rapporteurs utilisés, puis les phénotypes double hybride sont 
évalués pour les colonies survivantes. Dans cette approche, les inserts des plasmides AD positifs 
sont séquencés afin d'identifier les partenaires de la protéine étudiée. 
• Une seconde approche dite matricielle qui consiste à cloner les gènes d’intérêts 
dans les deux vecteurs de destinations (par exemple pDest22 (plasmide AD) et 32 (plasmide 
BD)). Il suffit alors de tester chacun des gènes contre tous les autres. Ainsi, pour chaque paire 
DB-X/Y-AD, une colonie diploïde de levure est générée par croisement et ses phénotypes double 
hybride sont évalués. Comme les colonies positives correspondent à des paires X/Y connues, les 
interacteurs sont identifiés directement. C’est cette approche qui a été utilisée au cours de ce 
travail de thèse.  
 






2.4.2. Processus de la méthode double hybride  
 
2.4.2.1. Construction des protéines «Appât» et «Proie» 
 
Une fois le clonage réalisé dans le vecteur d’entrée pENTR™/D-TOPO®, nous avons 
procédé à la recombinaison LR afin d’obtenir des protéines de fusion « Appât » et « Proie ». 
Pour cela, nous avons choisi les vecteurs de destinations pDEST32 et pDEST22 pour obtenir 
respectivement une protéine de fusion «Appât» associée au domaine de liaison à l'ADN GAL4-
BD et une protéine de fusion «Proie», associée au domaine activateur de la transcription, GAL4-
AD. Par ailleurs, les tests d’interactions ont été réalisés dans les deux sens (fusion à AD et à 
BD). Nous avons donc effectué pour chaque gène étudié, deux constructions. 
 
2.4.2.2. Co-transformation des protéines de fusion dans la levure  
 
Les levures MaV203 sont tout d’abord préparées selon la méthode décrite dans le Kit 
« Sc EasyComp, Invitrogen » afin de les rendre compétentes. Ces dernières deviennent ainsi sans 
paroi afin qu’elles puissent être co-transformées par les plasmides d’expressions. Afin d’obtenir 
des levures compétentes, nous avons suivi les étapes suivantes : 
• Nous avons ensemencé par strie une colonie de levure de la souche MaV203 sur 
milieu YPAD agar pendant 48h à 30°C afin d’obtenir des colonies isolés. 
• Nous avons repiqué une colonie isolée ans 10 ml de milieu YPAD liquide et 
incubé 16h à 30°C sous une agitation de 225 rpm. 
• Après avoir vortéxé la pré-culture durant 30s pour bien disperser les cellules, nous avons 
mesuré la DO au spectrophotomètre à 600 nm. Puis nous avons ensemencé 10 ml de milieu 
YPAD avec 0,5.108 cellules et incubé à 30°C sous agitation à 225 rpm durant 4 heures jusqu’à 
obtention d’une valeur de DO600nm égale à 0,02 (Valeur correspondant à un titre de culture de 
2.107 cellules/ml). A ce moment-là, la culture est centrifugée 5 minutes à 500g à température 
ambiante et le culot est resuspendu dans 10 ml de solution I (Kit Sc EasyComp, Invitrogen). Une 
deuxième centrifugation est ensuite réalisée et au final, nous avons repris le culot dans 1 ml de 
 





solution II (Kit Sc EasyComp, Invitrogen). Les levures sont ainsi compétentes et sont stockées à 
-80°C. 
Nous avons par la suite procédé à la co-transformation des plasmides codant des protéines 
de fusions dans les levures. Nous avons procédé de la manière suivante : 
• Nous avons transformé 50 µl de levures compétentes avec un couple « X-BD » et 
« Y-AD » (250 ng de chaque). 
• Nous avons par la suite ajouté 500 µl de la solution III (Kit Sc EasyComp, 
Invitrogen) et incubé 1h à 30°C, en vortexant tous les quarts d’heure, afin d’augmenter 
l’efficacité de transformation. 
• Au final, nous avons étalé les cellules sur un milieu sélectif Sc-leu-trp solide. les 
boîtes sont incubées à 30°C pendant 4 jours, jusqu’à l’apparition des colonies. 
 
2.4.2.3. Criblage des transformants 
 
Sous la hotte à flux laminaire, nous avons repiqué les transformants, c’est-à-dire les 
colonies qui se sont développées sur le milieu sélectif, à l’aide de cure-dents, sur un nouveau 















9 8 7 5 
4 3 2 
6 10 
16 15 14 12 13 17 18 11 
24 23 22 20 21 25 26 19 
32 31 30 28 29 33 34 27 
40 39 38 36 37 41 42 35 
47 46 45 43 44 48 
52 51 50 49 
- n°1 à 4 : témoins « forte interaction » 
(Krev1/RalGDSwt) 
- n°5, 6, 12, 13 : témoins « faible interaction » 
(Krev1/RalGDSm1) 
- n°7, 8, 14, 15 : témoins « pas d’interaction » 
(Krev1/RalGDSm2) 
- n°9, 10, 16, 17 : témoins « vecteurs vides » 
(pDEST32/pDEST22) 
- n°19 à 52 : colonies « transformants » à 
tester 
 





 Une fois le repiquage terminé, les boites ont été incubées durant 18h à 30°C. Le 
lendemain, nous avons réalisé un réplica en utilisant la technique du « tampon velours » des 
cellules mises en culture sur milieu YPAD sur lequel on dépose une membrane de nylon 
(Hybond-N RPN87B, GE Healthcare) puis les boites ont été incubées 24h à 30°C.  
 
2.4.2.4. Test X-gal  
 
Sachant que le plasmide apporté dans les levures contient plusieurs gènes rapporteurs : 
LacZ, HIS3 et URA3 dont l’expression est révélée sur 3 milieux différents, nous avons choisi 
d’exploiter pour notre étude le gène rapporteur LacZ. Ce dernier est sous la dépendance d’un 
promoteur synthétique contenant une TATA-box classique associée à l'UAS de GAL4. Par 
ailleurs, le gène LacZ code pour la ß-galactosidase facilement détectée par une coloration 
blanc/bleu en présence de X-gal. Le test a été réalisé comme suit : 
• le filtre de nitrocellulose sur lequel ont été repiqués les transformants, a été plongé 
30 secondes dans de l'azote liquide afin de casser les cellules. 
• Dans une boite de 1,5 cm de diamètre, le filtre est déposé sur deux disques de papier 
Whatman (541) imbibés de 10 ml de la solution Z à laquelle nous avons ajouté 100 µl de X-Gal à 
10 mg/ml et de 60 µl de β-mercaptoéthanol. 
• La boite est finalement placée dans une étuve de manière légèrement inclinée pour que 
l’excès de X-Gal ne s’accumule pas sur la membrane. L’incubation dure 24h à 37°C. 
Les résultats obtenus par le test X-gal sont interprétés de manière sommaire comme suit : 
lorsque le substrat, X-Gal, est clivé par l’enzyme β-galactosidase, on observe pour les 
interactions fortes et intermédiaires, une coloration bleue foncée, pour les interactions faibles, 
une coloration bleue claire et lorsqu’il n’y a pas d’interaction, aucune coloration n’est observée. 
Pour les interactions fortes, nous avons observé une coloration bleue dés 20 min d’incubation 
(compter 30 à 60 min pour le témoin +++ Krev1/Ral GDS). Alors que les interactions faibles ne 










2.4.2.5. Test CPRG  
 
Ce test est colorimétrique, il permet de quantifier la β-galactosidase induite dans les 
cellules de levure. Le principe de la méthode est simple, la β-galactosidase est une enzyme qui 
catalyse l’hydrolyse du lactose en glucose et galactose. Ayant une spécificité large, elle 
hydrolyse aussi les β-galactosides (substrats synthétiques) comme le chlorophénol red-β-D-
galactopyranoside (CPRG). Ce dernier est clivé par l’enzyme β-galactosidase, on obtient alors un 
produit rouge, soluble dans l’eau et mesurable par spectrophotométrie : le chlorophénol red. 
L’activité de la β-gal dans la solution peut alors être quantifiée en déterminant la quantité de 
substrats convertis à 570-595 nm (570 nm étant la valeur maximale d’absorbance). Le test CPRG 
a été réalisé comme suit : 
• Les clones positifs (bleus) ainsi que les témoins, ont été repiqués dans 5 ml de 
milieu Sc-leu-trp et mis à incuber 16 à 18h à 30°C. 
• Les cellules ont été par la suite transférées sur un milieu YPAD et incubées de 3h 
à 5h à 30°C, sous une agitation de 250 rpm.  
• Une fois que la DO600nm
• Ensuite, les cellules ont été lysées par une série de congélation (azote 
liquide)/décongélation (bain-marie à 37°C) ; puis nous avons ajouté 700 µl de tampon II à 
chaque échantillon. Ces derniers ont été incubés à température ambiante. 
 atteint une valeur de 0,5 à 0,8, chaque culture est 
transférée dans 3 microtubes (triplicats), centrifugés 30s à 14000 rpm et les culots sont repris 
dans 300 µl de tampon I. 
• Une fois que la coloration est passée du jaune au rouge, on ajoute 0,5 ml de ZnCl2
Une unité de β-galactosidase est définie comme la quantité d’enzymes nécessaires à 
l’hydrolyse d’1 µmol de CPRG en chlorophenol red et D-galactose par minutes et par cellules 
(Miller, 1972 ; Miller, 1992) : β-galactosidase units = 1000 × DO578 / (t × V × DO600). (t = 
temps d’incubation nécessaire au développement de la couleur rouge, V = 0,1 × facteur de 
concentration, DO600ou578 = absorbance à 600 ou 578 nm de 1 ml de culture. 
 
3 mM pour arrêter la réaction et on note le temps. A ce stade, nous avons culotté les débris 
cellulaires par centrifugation des cellules, pendant 1 min à 14 000 rpm. Les cellules sont alors 
transférées dans des cuves à spectrophotométrie pour être dosées à 578 nm. 
 






2.4.2.6. Test d’auto-activation : 3AT 
 
Pour limiter le nombre de faux positifs et dans le but de confirmer une interaction effective 
entre deux protéines, il est nécessaire, en préalable ou suite au criblage, d’effectuer un test 
d’auto-activation en utilisant comme « marqueur » d’interaction, un gène rapporteur différent par 
la séquence de son promoteur, de celui utilisé au cours du criblage (le gène rapporteur LacZ). Les 
faux positifs les plus fréquemment rencontrés sont les « Transactivateurs », c’est la capacité de 
« X » ou « Y » à activer spontanément la transcription des gènes rapporteurs lorsqu’ils sont 
fusionnés à BD ou AD. Nous avons exploité pour notre test d’auto-activation, le gène rapporteur 
HIS3. Ce dernier code pour une enzyme impliquée dans la biosynthèse de l’histidine. Cette 
enzyme peut être inhibée par un inhibiteur compétitif, le 3 AT (3-AminoTriazol). Le milieu 
utilisé pour ce test est le milieu sélectif Sc-leu-trp-his additionné de 3AT (10, 25, 50 et 100 
mM) : les acides aminés Leu et Trp sont utilisés respectivement pour les vecteurs proies et les  
vecteurs appâts. Ce milieu contient également de l’histidine qui permettra aux levures His(-) de 
pousser et l’ajout de l’uracile dans ce milieu est utilisé de la même manière. De plus, l’ajout de 
3AT dans ce milieu permet d’augmenter la stringence de ce test, car il minimise le bruit de fond 
(en limitant la biosynthèse de l’histidine et la croissance des levures). Le test d’auto-activation a 
été réalisé comme suit : 
• Après incubation des transformants repiqués sur milieu sélectif Sc-leu-trp, nous 
avons procédé à un 1er « Replica Clean
• Un 2
 » à l’aide de tampons velours. Il s’agit d’un « nettoyage » 
des cultures (pour diminuer le nombre de cellules) sur le milieu sélectif Sc-leu-trp-his additionné 
de 3AT (10, 25, 50 et 100 mM). Les boites ont été incubées 24h à 30°C. 
ème « Replica Clean
L’auto-activation a été réalisée pour les constructions qui ont causé l’expression du gène 
rapporteur LacZ suite au test X-gal. Les constructions (protéines « X-BD » ou « Y-AD » co-
transformées respectivement avec pDEST22 et pDEST32 vide et vice versa) qui ont poussé sur 
milieu Sc-leu-trp-his + 3AT (10, 25, 50 et 100 mM) ont été considérées comme « faussement » 
positives. Celles qui au contraire n’ont pas poussé dés les faibles concentrations en 3AT (10 et 
 » a été réalisé également sur le milieu Sc-leu-trp-his + 
3AT (10, 25, 50 et 100 mM). Les boites ont été incubées 48h à 30°C. 
Milieu liquide YPDA, pH=6.0 (100 ml) 
YPD 5g 
Adenine hemisulfate 8 mg 
H2O qsp 1 litre 
Milieu SC-leu-trp solide, pH à 5,9 (200 ml) 
YNB w/o ammonium sulfate 0.34g 
Ammonium sulfate 1g 
Drop out w/o leu et trp 0.31g 
H2O 200 ml 
Bacto-agar 4g 
Glucose 50% 8 ml 
Milieu SC-leu-trp-his +3AT (200 ml) 
YNB w/o ammonium sulfate 0.34g 
Ammonium sulfate 1g 
Drop out w/o leu, trp, his, ura 0.27g 
H2O 200 ml 
Bacto-agar 4g 
Glucose 50% 8 ml 
Uracil 20 mM 1,6 ml 
3AT (50 ml) 
10 mM (42,04mg)  
25 mM (105,1 mg) 
50 mM (210,2 mg)  
100 mM (420,4 mg)  
X-Gal (100 mg/ml) X-Gal 1g 
N-N-diméthylformamide 10 ml 
Tampon Z 
Na2HPO4 anhydre 8.52g 
NaH2PO4 anhydre 4,80g 
KCl 0,75g 
MgSO4, 7H2O 0,246g 
Tampon 1 pour Test CPRG 
HEPES  2,38g 
NaCl  0,9g 
L-Aspartate hemi-Mg salt  0,065g 
BSA  1,0g 
Tween 20  50 µl 
H2O qsp 100 ml 
Tampon 2 pour Test CPRG (20 ml) 
CPRG (chlorophenol red-b-D-
galactopyranoside 27,1 mg  
Tampon 1 20 ml 
Tableau 8 : Différents milieux utilisés pour les levures. 





25 mM), ont été considérées comme positives et l’interaction obtenue au cours du test X-gal est 
dans ce cas confirmée.  
Les milieux utilisés pour les levures sont résumés dans le Tableau 8. 
 
2.5. Les techniques biochimiques 
 
2.5.1. Extraction des protéines à partir des levures 
 
Les protéines ont été extraites à partir des levures selon le protocole décrit par Printen et 
Sprague en 1994. Cette extraction se fait en 3 étapes : 
 
• Préparation d’une pré-culture de levure sur la nuit : la pré-culture est lancée à 
partir d’une colonie fraiche durant 16 à 18h dans 5 ml de milieu sélectif Sc-leu-trp à 30°C sous 
une agitation de 230 à 270 rpm.  
• Préparation des levures en culture pour l’extraction protéique : la DO600 est 
mesurée, une fois qu’elle est > à 1,5, les cellules sont alors ensemencées dans 50 ml de milieu 
YPAD puis laissées pendant quatre à huit heures à 30°C sous agitation, afin d'obtenir une DO600 
entre 0,4 et 0,6. Les échantillons sont par la suite coulés rapidement dans des tubes refroidis dans 
la glace et immédiatement centrifugés à 1000g durant 5 min à 4°C. La re-suspension du culot se 
fait dans de l’eau stérile froide. Ce dernier est finalement plongé dans de l’azote liquide durant 1 
min. 
• Extraction des protéines : Le culot est repris dans un volume de « cracking 
buffer », équivalent à 100 µl pour 7,5 unités de densité optique (DO). Les échantillons sont 
ensuite transférés dans des tubes contenant un volume de 80 µl de billes en verre pour 7,5 unités 
de DO. L’ensemble est chauffé à 70°C pendant 10 min puis vortéxé vigoureusement pendant 1 
min afin de casser les cellules. Une fois centrifugés à 1000g durant 5 min à 4°C, les surnageants 
(1er surnageant) ainsi récupérés sont transférés dans des tubes et placés dans de la glace. Un 
traitement supplémentaire des culots est réalisé (les échantillons sont chauffés à 100°C durant 1 
 





minute, par la suite, ces derniers sont vortéxés et culottés) afin d’obtenir un 2ème surnageant qui 
sera finalement combiné au premier.  
 
2.5.2. Séparation des protéines par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
en conditions dénaturantes  
 
Les échantillons protéiques de levures sont chauffés à 95°C, pendant 5 min. Ils sont ensuite 
séparés par électrophorèse selon la technique "SDS-PAGE" décrite par Laemmli (Laemmli, 
1970). La séparation des protéines OSK et F-box a été réalisée respectivement à l’aide de gels 
prêts à l’emploi « precast » 10% (Mini-PROTEAN TGX : Tris-Glycine eXtended, BIO-RAD) et 
de gels de polyacrilamide/SDS 8% (gel de concentration : (Acrylamide-bisacrylamide 4% ; 40% 
T 5% C, 0,5M Tris-HCl, pH 6,8 et SDS 10%) ; gel de séparation Acrylamide-bisacrylamide 8%, 
40% T 5% C, 1,5M Tris-HCl, pH 8,8 et SDS 10%). L’électrophorèse se déroule dans le tampon 
de migration à température ambiante à un voltage de 80V pendant 30 min, puis de 180V pendant 
environ 1H30 (gels de polyacrylamide/SDS 8%) ou 40 min « precast gels ». Les protéines ainsi 
séparées en fonction de leur masse moléculaire peuvent ensuite être révélées par coloration 
durant 30 minutes, dans une solution de bleu de Coomassie (0,2% R 250 (sigma)/ 30% Ethanol/ 
10% Acide acétique) ou transférées sur membrane. 
2.5.3. Westren-blot  
 
2.5.3.1. Transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose  
 
Après séparation sur gel de polyacryamide en conditions dénaturantes, les protéines sont 
transférées sur membrane de nitrocellulose (Amersham Hybond™ ECL™, GE Healthcare Life 
Sciences). L’électrotransfert s’effectue en milieu liquide. Le gel situé du coté de l’anode et la 
membrane située du coté de la cathode sont pris en « sandwich » entre des papiers Whatman 
imbibés de tampon de transfert et les électrodes. Le transfert a lieu dans une cuve (Criterion™ 
Blotter, BIO-RAD) contenant du tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% v/v 
méthanol, pH 8,3) sous voltage constant de 100V pendant 30 min. Une coloration au rouge 
Ponceau d’environ 3 min est réalisée afin de vérifier le bon déroulement du transfert.  
 
 





2.5.3.2. Immunorévelation des protéines  
 
Avant de sonder les protéines avec l’anticorps, tous les sites potentiels de la membrane 
doivent être bloqués. La membrane a ainsi été saturée avec des protéines de lait (caséine) en 
l’incubant pendant 1 heure dans un tampon TBST contenant 5% de lait en poudre. Après 
lavages, la membrane a été ensuite placée dans une solution de TBST contenant l’anticorps 
primaire anti-GAL4-BD dilué au 1/500 (sc-510, Santa Cruze biotech, Santa Cruz, CA, USA) 
pendant 2 heures à température ambiante et sous agitation constante. L’excès d’anticorps est 
éliminé en réalisant 4 étapes de lavages dans des bains successifs de TBST (2 × 15 min et 2 × 5 
min). La membrane est ensuite incubée dans une solution de TBS-T contenant l’anticorps 
secondaire anti-HRP de souris (IgG-HRP antibody : sc-2005, Santa Cruze biotech, Santa Cruz, 
CA, USA) diluée au 1/10 000. Après rinçage, 1 fois 15 min et 2 fois 10 min dans une solution de 
TBS-T, la révélation des protéines a été rendue possible grâce au kit ECL (Enhanced 
Chemiluminescence, Amersham). Le principe de ce kit est basé sur la Chemiluminescence 
amplifiée. Le substrat lumigen PS-3 (luminol) apporté par la solution de détection est oxydé en 
ester d’acridium sous l’action de peroxyde et de l’enzyme peroxydase. Les esters formés 
réagissent avec le peroxyde d’hydrogène H2O2 et conduisent à des produits excités qui émettent 
une fluorescence détectée par un film autoradiographique. La membrane a été ainsi incubée 
durant 1 min en présence des solutions de détection ECL (R1 et R2) ajoutées volume à volume, à 
raison de 0,8 ml par cm2 de membrane puis révélées sur un film autoradiographique (Hyperfilm 
ECL Amersham).  
2.6. Les différentes techniques utilisées pour les observations en 
microscopie à épifluorescence et confocale 
 
Dans le but de localiser, au sein de la cellule végétale, différentes sous-unités du complexe 
SCF, nous avons construit des vecteurs comprenant les protéines d’intérêt fusionnées à des 
protéines fluorescentes. La YFP (Yellow Fluorescent Protein) a été fusionnée à l’extrémité N-
terminale des protéines d’intérêt et la CFP (Cyan Fluorescente Protein) a été choisie comme 
protéine fluorescente témoin. Nous allons décrire les différentes étapes dont certaines seront 
développées dans ce qui suit. 
 
 





2.6.1. Ligation dans le plasmide pCR®8/GW/TOPO® 
 
La ligation des fragments d’intérêts a été réalisée dans le vecteur d'entrée de type Gateway 
pCR8/GW/TOPO dans un volume total de 6 μl contenant : 1 μl de solution saline (tampon), 1 μl 
de vecteur, et 4 μl de produit de PCR (de 50 à 100 ng/μ l). Le temps de ligation a été de 5 min à 
température ambiante. Les bactéries compétentes TOP 10 sont par la suite transformées avec 2 µl 
de la réaction puis criblées pour le plasmide pCR8-GW-Insert. Les produits d’amplification 
clonés dans ce vecteur ont été envoyés au séquençage réalisé selon la méthode Sanger, à l’aide 
des amorces GW1 et GW2 (Invitrogen). 
 
2.6.2. Recombinaison par la technologie Gateway® dans le vecteur de 
destination pEarley Gate 104 
 
La recombinaison a été effectuée entre le plasmide d'entrée de type Gateway, le 
pCR8/GW/TOPO, et le vecteur de destination Gateway binaire pEarley Gate 104. La séquence 
qui se situe entre les sites attL1 et attL2 du plasmide pCR8-GW-Insert est recombinée avec la 
séquence se trouvant entre les sites attR1 et attR2 du plasmide de destination Gateway. La 
solution plasmidique est ensuite utilisée pour transformer des cellules compétentes E. coli 
TOP10. Seules les cellules ayant incorporées les vecteurs recombinés (n'ayant plus le gène 
ccdB), ont pu se développer sur milieu sélectif. Les constructions ont été séquencées pour en 
vérifier la bonne orientation et le bon cadre de lecture. 
 
2.6.3 Transformation des cellules végétales  
 
2.6.3.1 Transformation d’Agrobacterium tumefaciens 
 
Au cours de ce travail, nous avons utilisé une technique de transformation d’A. 
tumefaciens adaptée à partir du protocole décrit par Höfgen et Willmitzer (1986). 500 µl d’une 
suspension d’Agrobactéries ont été transformés avec 1 à 5 µg d’ADN plasmidiques issu d’une 
mini-préparation. Nous avons ensuite réalisé un choc thermique en effectuant des incubations 
successives : 5 min dans la glace, 5 min dans l’azote liquide et 5 min à 37°C. Nous effectuons 
ensuite, une dilution de la suspension bactérienne dans 1 ml de milieu YEB. Celle-ci a été 
ensuite placée en agitation (180 rpm) durant 3-4 heures à 28°C, pour permettre aux agrobactéries 
 





transformées, d’exprimer le gène de résistance. 200 µl de culture bactérienne sont alors étalées 
dans des boîtes contenant du milieu LB gélosé complémenté en kanamycine (100 µg.ml-1) et en 
gentamycine (25 µg.ml-1). Les boites ont été incubées 2 jours à 28°C. Les colonies isolées ont été 
prélevées et mises en culture liquide afin de transformer des cellules végétales.  
 
2.6.3.2 Infiltration d’épiderme inférieur de feuilles de Nicotiana tabacum 
 
L’infiltration de l’épiderme inférieur de feuilles de N. tabacum par Agrobacterium GV3101 
a été réalisée sur des plantes jeunes (stade de 5 feuilles). Les colonies d’agrobactéries 
sélectionnées ont été cultivées dans du milieu LB. Cette culture est placée à 28°C jusqu’à la 
phase stationnaire (environ 20h). 1 ml de culture d’agrobactéries a été centrifugé à 5000g 
pendant 3 min, puis le culot a été lavé deux fois dans 1 ml de milieu d’infiltration frais (MES 50 
mM, pH 5,6, Na2PO4 2 mM, acétosyringone 100 mM, glucose 0,5 %). Finalement, les 
agrobactéries ont été reprises dans le milieu d’infiltration frais, pour une densité à 600 nm 
comprise entre 0,5 et 0,6. La suspension a été placée dans une seringue sans aiguille, pour 
infiltrer les feuilles par simple pression de la seringue, sur l’épiderme inférieur des feuilles. Deux 
jours après, les feuilles exprimant les protéines chimères fusionnées à un fluorochrome, sont 
observées au microscope optique à épifluorescence et ou au confocal CLSM.  
 
2.6.4 Observations en microscopie à épifluorescence et confocale 
 
2.6.4.1 Microscope optique conventionnel à épifluorescence 
 
Les observations de microscopie à épifluorescence ont été effectuées sur un microscope 
droit Imager Z1 microscope (Zeiss) équipé d’un système d’acquisition, la caméra « Axiocam 
MRm camera » couplée au logiciel de traitement d’images AxioVision, commercialisés par la 
société Zeiss. Une lampe à vapeur de mercure et un bloc filtre permettent la détection des 
fluorochromes. La fluorescence de chaque fluorochrome a été collectée avec des filtres 
appropriés. Toutefois, l’inconvénient majeur de la microscopie optique conventionnelle par 
rapport à la microscopie optique confocale, est une perte de résolution due à l’émission de 
fluorescence défocalisée qui se superpose à l’image du plan focal. 
 
 






2.6.4.2  Microscope optique confocal 
 
La microscopie confocale permet de pratiquer des coupes optiques virtuelles d’un 
échantillon et donc de n’enregistrer que l’image de la fluorescence émise dans un plan focal 
choisi. Le microscope confocal utilisé à balayage est un microscope Leica TCS SP2 “confocal 
laser scanning microscope” (CLSM). Il est équipé principalement d’un laser Argon multi raies 
(458, 476, 488, 496 et 514 nm), d’un laser Hélium/Néon à 633 nm. Il dispose également d’un 
répartiteur acoustico-optique AOBS (acousto-optical beam splitter) qui dirige la lumière 
d’excitation du laser sur la préparation et sépare de la préparation, la lumière fluorescente de 
retour et la lumière d’excitation réfléchie. Dans les microscopes confocaux Leica, l’AOBS 
remplace et optimise les filtres d’excitation classiques tels que les filtres dichroïques doubles ou 
triples. Avec le système AOBS, on peut utiliser simultanément jusqu’à 8 longueurs d’onde 
d’excitation. 
Au cours de notre étude, les cellules transformées ont été exposées à la raie laser 458 nm 
pour exciter la CFP et/ou à la raie laser 514 nm pour exciter la YFP. En sortie, la fluorescence 
émise par la CFP est collectée par le photomultiplicateur 2 (465 et 491 nm), alors que pour la 
YFP, la fluorescence a été collectée par le photomultiplicateur 3 (534 et 600 nm). Les images ont 
été analysées ensuite par le logiciel AxioVision ou Leica Lite Software pour les microscopes à 
















Ce travail de thèse a pour objectif d’analyser la structure, l’expression et la caractérisation 
moléculaire et biochimique de la sous-unité Skp1 du complexe SCF chez le riz. Il est vrai que 
plusieurs études ont été consacrées à la famille des protéines SKP1 chez Arabidopsis thaliana, 
mais aucune étude systématique n’a été réalisée chez le riz et notamment en ce qui concerne la 
caractérisation biochimique des protéines OSKs. Au cours de cette thèse et afin de vérifier  la 
présence et la position des introns chez les protéines SKP1, nous avons effectué une analyse 
structurale et phylogénétique des gènes SKP1 chez plusieurs espèces végétales. Ensuite, nous 
avons analysé le profil d’expression des gènes OSKs. Nous avons également caractérisé les 
interactions entres les protéines OSKs et les protéines F-box. De plus, une localisation sub-
cellulaire de certaines protéines OSKs et F-box a été réalisée.    
 
1. Caractérisation moléculaire des gènes OSKs : analyse 
bioinformatique 
 
Afin de caractériser, de manière moléculaire et biochimique tous les gènes Skp1 du génome 
du riz,  il a donc été indispensable d’identifier l’ensemble de ces gènes. Nous nous sommes basés 
sur une étude réalisée par une équipe chinoise sur les Skp1 du riz (Kong et al, 2007). Cette étude 
évoque la présence de 32 gènes SKP1 dans le génome du riz, mais seuls 28 d’entre eux ont été 
décrits dans cette étude phylogénétique. Nous avons en premier lieu collecté les 28 séquences 
grâce aux numéros d’accession. Nous avons utilisé pour cela comme outils bioinformatiques la 
base de données TIGR (Institute for Genomic research) (http://www.tigr.org/db.shtml). Toutes 
les séquences d’acides aminés des gènes OSKs ont été alignées à l’aide du logiciel  ClustalX 
(Higgins et Sharp, 1989) pour vérifier que les séquences ne sont pas homologues. De plus, le 
logiciel Interproscan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/) qui repose sur la méthode HMM 
(Hidden Markov Model ou Modèles de chaines de Markov cachées) nous a permis de vérifier la 
présence dans les protéines OSKs des motifs caractéristiques tels que le domaine SKP1 et le 
domaine POZ.   
Nous avons par la suite ajouté trois séquences OSK que nous avons nommées OSK8, 
OSK24 et OSK31 et nous avons remplacé la séquence OSK14 de Kong (Os09g1040) par une  
ATG STOP 
Tableau 9 : Récapitulatif de l’analyse structurale des gènes OSK chez le riz. La structure des gènes OSK a été 






autre séquence OSK (Os02g01160) car celle citée par ce dernier n’a pas pu être identifiée. Ces 
quatre séquences OSK ont été obtenues grâce à une recherche sur les bases de données NCBI, 
« National Centre for biotechnology information » (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 
et TIGR, (http://www.tigr.org/db.shtml). Comme cela fut le cas pour le reste des gènes OSK, ces 
nouvelles séquences OSK ont été validées après alignement par ClustalX et les signatures 
protéiques vérifiées par Interproscan. De plus, nous avons choisi d’exclure de notre étude le gène 
OSK18 car il s’est avéré qu’il contient un retrotransposon.  
En résumé, suite à notre analyse bioinformatique, 31 gènes OSK ont été ainsi collectés et 
30 gènes ont fait l’objet de cette étude de thèse (Annexe 1, 2). Nous avons nommé les gènes 
OSK selon la nomenclature adoptée par Kong et al. (2007). 
 
2. Organisation structurale des gènes SKP1 
2.1. Analyse structurale des gènes SKP1 : Identification de la présence et 
la position de l’intron conservé 
 
Au cours de cette étude, le logiciel PLAZA (http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/) a été 
utilisé afin de vérifier la présence et la position des introns chez 288 protéines SKP1 appartenant 
aux génomes séquencés de cinq moncotylédones (Brachypodium distachyon, Oryza sativa ssp. 
Japonica, Oryza sativa ssp. Indica, Sorghum bicolor et Zea mays), de onze Eudicotylédones 
(Arabidopsis lyrata, Arabidopsis thaliana, Carica papaya, Fragaria vesca, Glycine max, Lotus 
japonicas, Manihot esculenta, Medicago truncatula, Populus trichocarpa, Ricinus communis et 
Vitis vinifera) et d’une mousse (Physcomitrella patens)
Nous avons en premier lieu, placé les gènes OSK du riz en 3 différentes classes selon 
l’étude réalisée par Kong et ses collaborateurs (Kong et al, 2007). Le type Ia (contient un intron 
et deux exons) ; le type Ib (aucun intron « Intronless ») et le type II (contient plusieurs introns). 
La description des gènes OSK (structure et type) est résumée dans le (Tableau 9). Nous pouvons 
constater en observant ce (Tableau 9) que les gènes OSK de type Ib (sans introns) sont 
majoritaires. En effet, ces derniers représentent plus de 61 % de l’ensemble des gènes OSK du 
. La stratégie suivie au cours de cette 
étude a été la suivante :  
Tableau 10 : répartition des 288 protéines SKP1 de type (Ia), (Ib) et (II) appartenant aux génome séquencés des Monocot, Dicot et 
Mousse. Les identifiants sont ceux de la pateforme PLAZA (http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/).
Mousse
P. patens A. thaliana A. lyrata L. japonicus M. truncatula G. max F. vesca M. esculenta R. communis P. trichocarpa C. papaya V. vinifera B. distachyon O. sativa. Ssp indica O. sativa. Ssp japonica S. bicolor Z. mays
PP00007G01690 AT1G75950 AL8G09680 LJ2G022380 MT5G022710 GM16G23230 FV2G38130 ME02943G00470 RC28962G00160 PT02G01830 CP00006G02890 VV03G04640 BD3G00340 OSINDICA_09G29120 OS09G36830 SB05G012740 ZM04G05180
PP00009G01570 AT5G42190 MT5G022730 GM02G05120 ME07520G02920 RC34425G00010 PT04G17250 CP00020G00920 VV03G04660 BD4G19510 OSINDICA_11G17810 OS11G26910 SB04G000330 ZM07G31190
PP00028G00760 GM11G08440 ME07012G00250 RC30170G05840 PT05G25310 CP00026G02900 SB02G031280
RC30170G05850 PT09G13620




PP00072G01120 AT2G25700 LJ2G036940 MT3G061700 FV2G06970 RC30174G02940 BD4G36540 OS07G43270





PP00131G00620 AT1G10230 AL1G10070 LJ0G033870 MT0G11400 GM11G13370 FV0G12210 ME02196G00380 RC30146G01890 PT01G01260 CP00034G00300 VV10G06260 BD1G20660 OSINDICA_02G00160 OS02G01160 SB07G021450 ZM02G11460




AT2G03170 AL3G23990 LJ0G247030 MT2G065720 GM15G25090 FV0G33700 ME10797G00410 RC30169G00750 PT12G08140 CP00037G02140 BD3G08440 OSINDICA_06G01190 OS06G02360 SB02G039840 ZM02G44320
AT2G03190 AL3G24000 LJ0G254840 MT2G066010 GM15G41490 FV1G07660 PT12G08310 CP00053G01110 BD3G38770 OSINDICA_06G01340 OS07G05150 SB04G023580 ZM02G44330
AT2G20160 AL3G24010 LJ2G025680 MT4G021390 FV2G07570 PT16G02630 BD3G43760 OSINDICA_07G03880 OS07G05160 ZM02G44340
AT3G21830 AL3G26020 LJ2G036870 MT4G032400 FV2G10290 BD4G06720 OSINDICA_07G03890 OS07G05180 ZM02G44400
AT3G21840 AL3G35840 MT4G032450 FV6G09960 OSINDICA_07G03910 OS07G22680 ZM02G44410
AT3G21850 AL4G01300 MT4G032460 FV6G38700 OSINDICA_07G17790 OS07G43180 ZM02G45020
AT3G21860 AL5G02780 MT4G032500 FV7G03090 OSINDICA_07G17820 OS07G43220 ZM03G25560
AT3G53060 AL5G02790 MT4G032510 FV7G03120 OSINDICA_07G35220 OS07G43230 ZM03G38240
AT3G60010 AL5G02800 MT5G085030 FV7G23220 OSINDICA 07G35250 OS07G43240
SKP1 de type( Ib)  SKP1 sans intron
_
AT3G60020 AL5G23010 MT5G096950 OSINDICA_07G35260 OS07G43250
AT4G34210 AL5G30610 MT7G006370 OSINDICA_07G35270 OS07G43260
AT4G34470 AL5G30620 MT7G021380 OSINDICA_07G35280 OS08G28800




MT8G056060 OSINDICA 09G07330 Os09g10270_
Os09g10300
PP00101G00900 AT2G45950 AL1G28790 LJ2G037090 MT2G018980 GM01G36850 FV1G00340 ME00341G00780 RC30169G03970 PT02G16000 CP00107G00740 VV03G04650 BD1G78110 OSINDICA_00G24720 OS03G01660 SB00G01795 ZM04G06270
AT3G61415 AL4G33940 LJ0G453150 MT2G100830 GM03G01090 FV1G13140 ME11179G00290 RC30174G02940 PT12G12230 CP00011G00110 VV16G08320 BD3G27380 OSINDICA_03G00740 Os07g43200 SB01G050170 ZM09G29640
AL5G32110 MT4G032420 GM07G07600 FV2G07490 RC29819G00040 PT14G07930 CP00037G02100 VV18G11110 BD2G62690 OSINDICA_07G35290 Os09g10020 ZM10G08240
MT4G032470 GM09G25090 FV6G49620 PT15G11940 OSINDICA_09G07070 Os11g48030 ZM01G00010














riz. D’autre part, 6 gènes seulement parmi les 31gènes OSK du riz sont de type Ia parmi lesquels 
on peut citer les gènes OSK1 (Os11g26910) et OSK20 (Os09g36830). 
En second lieu, nous avons vérifié la présence des introns chez les 288 protéines SKP1 
appartenant aux génomes séquencés des moncot, dicot et mousse. Ces protéines ont été 
également réparties en 3 différentes classes comme cela a été réalisé pour les protéines OSK du 
riz (Tableau 10).  
En outre, des alignements multiples des séquences nucléotidiques et protéiques des génes 
SKP1 à intron unique (type Ia) ont permis de mettre en évidence que ce type pouvait se scinder 
en deux sous classes : i) 1ère sous classe : les gènes SKP1 à intron unique en position conservée et 
ii) 2ème sous classe : les gènes SKP1 à intron unique en position non conservé. Un intron est 
considéré en position conservée lorsqu’il est retrouvé dans une position conservée entre plusieurs 
séquences après un alignement multiple. Dans le cas des OSK, cet intron se trouve en phase 0, 
car il est situé entre deux triplets et ne coupe aucun codon. Il s’agit donc d’un intron en position 
conservée et  de phase 0. (Figure 30). Dans la suite du manuscrit, nous utiliserons le terme 
d’« intron conservé » pour désigner cet intron en position conservée. 
L’analyse globale des 288 gènes SKP1 appartenant aux 17 espèces étudiées au cours de ce 
travail de thèse, a permis d’identifier au moins 1 gène SKP1 à intron unique conservé chez 
chacune des espèces étudiées (Tableau 11). En effet, nous avons identifié 1 seul gène SKP1 à 
intron unique conservé chez  Arabidopsis lyrata,  Fragaria vesca et Lotus japonicas, alors que 4, 
3 ou 2  gènes ont été identifiés chez les 14 autres espèces. Ce sont les espèces Populus 
trichocarpa et Ricinus communis qui possèdent le plus grand nombre de gènes SKP1 à intron 
unique conservé (Tableau 11). Ce qui ressort nettement de cette étude, c’est le nombre 
majoritaire de gènes SKP1 sans introns qui représentent 50% de l’ensemble des gènes SKP1 (144 
gènes parmi les 288 gènes SKP1 sont des gènes sans introns (de type Ib)), alors que les gènes 
SKP1 à intron unique conservé ne représentent que 13.88% de l’ensemble des gènes SKP1 (40 
gènes parmi les 288 gènes sont à intron unique conservé) (Tableau 11).  
Afin d’analyser la structure des gènes SKP1 à unique intron conservé, un alignement  
multiple des séquences nucléotidiques et protéiques des 40 gènes SKP1 à unique intron 
conservés appartenant aux 17 espèces étudiées a été réalisé à l’aide du logiciel ClustalX (réf) et 
le résultat de l’alignement visualisé avec le logiciel Weblogo 3.2 
(http://weblogo.threeplusone.com/manual.html) (Figure 30). Cette figure est une représentation 
 
Espèces intron unique conservé intron unique non conservé sans intron ≥ 2 introns Total
Arabidopsis lyrata 1 1 15 3 20
Arabidopsis thaliana 2 3 14 2 21
Brachypodium distachyon 2 3 6 3 14
Carica papaya 3 1 4 3 11
Fragaria vesca 1 6 11 6 24
Glycine max 3 0 4 7 14
Lotus japonicus 1 3 6 2 12
Manihot esculenta 3 1 3 2 9
Medicago truncatula 2 7 18 11 38
Oryza sativa ssp. japonica 2 5 20 4 31
Oryza sativa ssp. indica 2 1 19 4 26
Physcomitrella patens 3 2 1 1 7
Populus trichocarpa 4 1 5 4 14
Ricinus communis 4 3 3 3 13
Sorghum bicolor 3 1 4 2 10
Vitis vinifera 2 0 1 3 6
Zea mays 2 1 10 5 18
Total 40 39 144 65 288
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Figure 30 : Représentation graphique de l’alignement multiple des exons des gènes SKP1 en utilisant le site weblogo 3.2 
 (http://weblogo.threeplusone.com/manual.html).  
La séquence conscensus, obtenue suite a un alignement multiple des 40 exons des gènes SKP1 à unique intron conservés appartenant 
 à 17 espèces, montre une forte conservation de l’exon 2.  Dans cette représentation, l’axe des ordonnées représente la mesure de 
l’ensemble des données en bits et l’axe des abscisses représente la postion des acides aminés. La taille de la base est proportionnelle à sa 
fréquence sur la position. Les huit hélices (H1 à H8) équivalentes à celles identifiées chez SKP1 humaine (Hs-Skp1) sont soulignées par 






graphique de l’abondance relative de chaque base et de chaque acide aminé au niveau de l’exon 
1 (situé avant l’intron unique conservé) et au niveau de l’exon 2 (situé après l’intron unique 
conservé). Certains acides aminés de l’exon 1 aux positions (24, 28, 30, 39, 40, 43, 45, 67, 70, 
108 et 119) et de l’exon 2 aux positions (4, 15, 21, 30, 34, 40, 52, 53 et 54), sont très conservés. 
Cette analyse nous a surtout permis de mettre en évidence la variabilité de la taille de l’exon 1 et 
la conservation de la taille de l’exon 2. En effet, cet alignement nous a montré que la taille de 
l’exon 1 chez les 40 gènes SKP1 à unique intron conservé varie de 198 à 363 pb alors que la 
taille de l’exon 2 est toujours de 174 pb (soit 58 aa) (Figure 30). De plus, contrairement aux 
gènes SKP1 à unique intron conservé, la taille des deux exons des gènes SKP1 à intron unique 
non conservé est variable. Chez le riz, on peut citer comme exemple, les gènes OSK2 et OSK24 
qui possèdent un seul intron (114 pb et 272 pb  respectivement), mais le 1er exon fait 
respectivement 486 pb et 1291 pb  alors que le 2ème exon fait respectivement 177 pb et 183 pb. 
Chez les monocotylédones, on peut citer comme exemple, l’espèce Brachypodium 
distachyon (BD2G48110) qui possède 1 seul intron dont la taille est de 415pb, mais les exons 
sont de taille variable. En effet, l’exon 1 présente une taille de 174 pb et l’exon 2 présente une 
taille de 399 pb. Chez les Eudicotylédones, on peut citer comme exemple, l’espèce Fragaria 
vesca chez qui FV1G26340 et FV2G06970 possèdent 1 seul intron  (67 pb et 104 pb 
respectivement), mais les deux exons sont de taille variable. L’exon 1 fait 243 pb et 87 pb 
respectivement alors que l’exon 2 fait 226 pb et 176 pb respectivement. Chez la mousse 
Physcomitrella patens PP00049G00990 et PP00072G01120 possèdent un seul intron de taille 
153 pb et 68 pb respectivement. Les exons sont de taille variable. L’exon 1 fait respectivement 
324 pb et 51 pb et l’exon 2 fait respectivement 75pb et 243pb. Seul le caractère variabile de la 
taille de l’intron est en commun entre les gènes SKP1 à unique intron (1ère sous-classe : les gènes 
SKP1 à intron unique conservé et 2ème sous-classe : les gènes SKP1 à intron unique non 
conservé)  
2.2. Analyse phylogénétique   
 
La construction d’une phylogénie basée sur les séquences protéique des 40 gènes SKP1 à 
intron unique conservé a été réalisée afin d’estimer les relations évolutives entres ces différentes 
séquences. L’analyse phylogénétique a montré que les gènes SKP1 à intron unique conservé sont 
Figure 31 :  Analyse phylogénétique générée par l'estimation du maximum de vraisemblance 
‘Maximum Likelihood Method’ selon le modèle de correction Poisson avec  MEGA5. 
L’analyse phylogénétique des 40 gènes SKP1 à intron unique conservé montre une subdivision des 
gènes en 3 clades ou clusters correspondant aux groupes des Monocotylédones, des Mousses et des 
Eudicotylédones. La phylogénie réalisée avec MEGA5,  représente l’arbre avec le log de 
vraisemblance le plus élevé (-3400.1299). La longueur des branches horizontales est proportionnelle à 
la quantité d’évolution entre les séquences et leurs ancêtres (unité = substitution / site). Cette analyse 










subdivisés en 3 clades correspondant aux groupes des Monocotylédones, de la  Mousse et des 
Eudicotylédones (Figure 31). Les groupements ainsi observés ont été principalement déterminés 
par le premier exon, qui est plus variable entre les espèces que le second exon.  
Fait intéressant, les gènes SKP1 provenant de la même espèce sont organisés en clusters 
indiquant probablement des phénomènes de duplication. Cependant, certains gènes provenant 
d'espèces différentes peuvent êtres regroupés ensemble, ce qui indiquerait l’existence possible de 
relations d’orthologie entre ces derniers. En effet, dans ce contexte, on peut citer comme 
exemple, chez les Monocotylédones les gènes SKP1 de Sorghum bicolor  (SB05G012740 et 
SB02G031280) sont groupés respectivement avec les gènes SKP1 de Zea mays (ZM04G05180 et 
ZM07G31190) (Figure 31). Par ailleurs, chez les Eudicotylédones, les gènes SKP1 de Ricinus 
communis (RC28962G00160 et RC30170G05850) sont groupés respectivement avec les gènes 
SKP1 de Manihot esculenta (ME07520G02920 et ME02943G00470) (Figure 31). On note 
également, l’existence d’une branche particulièrement longue par rapport aux autres branches de 
l’arbre. Il s’agit de la branche du gène SKP1 de Populus trichocarpa (PP00028G00760) qui a 
probablement beaucoup plus évolué de l’ancêtre commun que les deux autres gènes SKP1 de 
Populus trichocarpa (PP00007G01690 et PP00009G01570) (Figure 31).  
 
2.3. Analyse structurale des séquences protéiques OSK : comparaison 
avec la séquence Skp1 humaine 
 
L’étude cristallographique par rayon X menée par Zheng et al sur le complexe SCFSkp2 
chez l’Homme a permis d’identifier 26 acides aminés essentiels qui jouent un rôle primordial 
dans l’interaction entre les protéines SKP1 et F-box (Zheng et al, 2002). Dans cette étude nous  
avons aligné les séquences des 26 acides aminés correspondants aux gènes OSK, ASK1, ASK2 
et Hs-SKP1 humaine (Figure 32). En comparant ces séquences nous avons constaté que OSK1 
et OSK20 tout comme ASK1 et ASK2 chez A. thaliana présentent le plus de similarité avec la 
protéine humaine Hs-SKP1. En effet, la protéine OSK20 tout comme ASK1 et ASK2 diffère de 
la Hs-SKP1 humaine par deux acide aminés (K (Lys) est remplacée par Q (Glu) en position 127 
et C (Cys) est remplacée par le A (Ala) en position 160). OSK1 diffère quant a elle de la Hs-
SKP1 humaine par trois acides aminés (K (Lys) est remplacée par Q (Glu) en position 127, V 
 
Position des 26 acides aminés essentiels de la protéine SKP1 humaine (Hs-SKP1) 
 
97 / 101 / 104 / 105 / 108 / 116 / 120 / 121 / 123 / 124 / 127 / 128 / 129 / 130 / 132 / 135 / 136 / 139 / 141 / 145 / 149 / 153 / 156 / 157 / 159 / 160 
Figure 32 : Alignement des séquences protéiques SKP1.  
Les séquences protéiques SKP1, humaine (Hs-SKP1), Arabidopsis (ASK1 and ASK2) et riz (OSK), ont 
été alignées en utilisant le logiciel CLUSTALX. Les acides aminés consevés sont en rouge (pour  HS-
SKP1, ASK1, ASK2, OSK1 et OSK20). La position des résidus  Hs-SKP1 qui sont en contact avec la 
Hs-SKP2 (F-box) est indiquée en haut de la figure (97 à 160).  
OSKs Numéro d'accession EST
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(Val) est remplacée par le I (Iso) en position 135 et C (Cys) est remplacé par la A (Ala) en 
position 160). Quant aux restes des gènes OSK, nous avons remarqué que les 26 acides aminés 
essentiels sont conservés seulement partiellement (Figure 32). 
 
3. Analyse du profil d’expression des gènes SKP1 du riz 
 
L’analyse de l’expression génique consiste à caractériser et quantifier les produits 
d'expression de l'ADN afin de révéler le niveau d’expression des gènes dans les différents tissus 
de la plante. L’analyse des profils d’expression des gènes permet donc de nous renseigner sur 
leurs fonctions ainsi que les processus biologiques et les voies métaboliques associés aux gènes 
(Kazuki et al, 2011). Afin d’analyser le profil d’expression des gènes SKP1 du riz, nous avons 
tout d’abord recensé le nombre d’EST de chaque gène OSK. Nous avons par la suite exploité les 
données massives issues des analyses du transcriptome du riz (les microarrays) afin de réaliser 
une méta-analyse de l’expression des gènes OSK. 
 
3.1. Recensement du nombre d’ESTs des gènes OSK 
 
Afin d’évaluer le niveau d'expression des gènes OSK, nous avons effectué dans un premier 
temps une recherche au niveau des données des banques d’EST "Expressed Sequence Tags". 
Nous avons utilisé le principe suivant : plus un gène est exprimé à un niveau élevé et dans un 
grand nombre de tissus, plus il sera représenté par un nombre élevé d’EST dans les banques. 
Cela nous a permis de recenser le nombre d’EST pour chaque gène OSK. Nous avons constaté 
que seuls 12 sur 31 gènes OSK étaient représentés par des EST dans les banques (Tableau 12).  
 
En outre, Il existe une différence d'expression des gènes OSK selon les tissus. Certains 
gènes OSK sont exprimés de manière constitutive tel que le gène OSK1 qui s’exprime dans de 
nombreux tissus (cals, endosperme, fleur, feuille, panicule, pistil, racine) ; alors que d’autres 
gènes sont quant à eux exprimés de manière spécifique tels que les gènes OSK10, 11 et OSK16 
qui s’expriment respectivement dans la panicule et l’anthère (Tableau 12). De plus, le taux 
d’expression des gènes OSK est variable. En effet, parmi l’ensemble des gènes OSK exprimés, le 
Figure 33 : Atlas anatomique de l’expression des gènes OSK en utilisant le site Genevestigator  
(https://www.genevestigator.com/gv/). 
Pour un gène et un tissu donnés, le niveau d’expression est représenté en % du niveau maximal 
trouvé parmi l’ensemble des résultats microarray pour ce gène. Les gènes OSK présentent des profils 







gène OSK1 est le plus fortement exprimé ; il est représenté par 43,6% des ESTs alors que les 
gènes OSK20, OSK8, OSK22 et OSK28 sont représentés respectivement par 16%, 12,7%, 9% et 
7
 
% des ESTs (Tableau 12). 
3.2. Méta-analyse 
 
3.2.1. Analyse anatomique 
 
Une fois le recensement du nombre d’EST des gènes OSK réalisé, nous avons utilisé la 
platforme « Genevestigator » afin d’étudier le profil global d’expression des gènes OSK 
différentiellement exprimés dans les divers tissus de la plante riz. Nous avons au cours de cette 
étude, exploité l’existence d’un nombre grandissant de données d’analyses microarray afin de 
conduire une méta-analyse sur des données microarrays provenant de 1475 études réalisées à 
différents stades de développement de la plante riz. Cette méta-analyse nous a permis d’observer 
le comportement des gènes OSK parmi les expériences microarrays riz reprise dans la plateforme 
« Genevestigator ». Nous avons observé que les gènes OSK présentent des profils d'expression 
différents dans 24 tissus ou organes. En effet, certains gènes OSK sont fortement et largement 
exprimés dans les divers tissus ou organes de la plante tels que les gènes : OSK1, OSK8, OSK11, 
OSK20 et OSK23. Cependant, la majorité des gènes OSK 
 
sont préférentiellement exprimés au 
niveau des inflorescences. On peut citer comme exemple les gènes OSK29 (s’exprime fortement 
dans l’embryon), OSK8 (s’exprime fortement dans l’endosperme) et OSK16 (s’exprime 
faiblement dans les étamines) (Figure 33). 
3.2.2. Analyse par cluster 
 
Afin de pouvoir visualiser le comportement des gènes OSK différentiellement exprimés, 
une analyse par cluster a été réalisée. Pour cela, nous avons utilisé des données publiques 
normalisées issues de 871 expériences microarray 
« (http://bioinf.mind.meiji.ac.jp/Rice_network_public: Oryza Express Gene Expression 
Network » (Kazuki et al, 2011). En outre, afin de récupérer les sondes Affymetrix 
Figure 34 : Profil d’expression des gènes OSK. 
L’axe des y représente l’échelle de couleur qui correspond à la valeur des signaux des log2 de ratios. 
La partie supérieure de l’axe des x représente l’arbre des clusters. Les 20 gènes OSK 
différentiellement exprimés sont regroupés en trois clusters. Le premier cluster regroupe les gènes 
OSK largement et fortement exprimés. Le deuxième cluster regroupe les gènes OSK moyennement 








représentatives de l’ensemble des gènes OSK nous avons utilisé les informations concernant les 
« Probe sets» sur le site Affymetrix. Seuls 20 gènes OSK possèdent des sondes Affymetrix 
spécifiques. Le reste des gènes OSK (OSK3, 5, 6, 9, 12, 13, 14, 17, 18, 25, 30) a été exclu de 
cette étude vu qu’ils possèdent des sondes Affymetrix aspécifiques (reconnaissent 
potentiellement plusieurs gènes à la fois).  
La classification hiérarchique des 20 gènes OSK, prétraitées en prenant le log2 des ratios, parmi 
les 871 expériences microarray riz nous permet d’observer trois clusters majeurs (Figure 34). Le 
premier cluster regroupe les gènes OSK1, OSK24, OSK20 et OSK8 qui sont largement et 
fortement exprimés. Le deuxième cluster regroupe les gènes OSK2, OSK4, OSK23, OSK19, 
OSK22, OSK21, OSK31, OSK28 et OSK10 qui sont  moyennement exprimés. Le troisième 
cluster regroupe les gènes OSK27, OSK15, OSK16, OSK29, OSK26, OSK11 et OSK7 faiblement 
exprimés (Figure 34).   
Au final, de cette analyse de l’expression des gènes OSK, une observation majeure a été 
mise en évidence. Le gène OSK1 est le gène le plus largement et fortement exprimé dans les 
différents tissus de la plante parmi tous les gènes SKP1 du riz analysés.  
 
4. Interaction entre les protéines OSKs et F-box par la technique 
du double hybride 
 
Nous avons réalisé un double hybride dans la levure afin de constater les interactions 
protéiques entre les deux sous unités Skp1 et F-box du complexe SCF chez le riz. Pour cela, nous 
avons effectué une caractérisation moléculaire des gènes OSKs et F-box. Ensuite, une fois les  
protéines recombinantes OSKs et F-box, fusionnées à une partie de l’activateur transcriptionnel 
GAL4, produites et clonées dans la levure, nous avons criblé et évalué les phénotypes double 
hybride des colonies de levures diploïdes générées. Afin de valider les interactions positives 
obtenues au cours de ce travail de thèse, nous avons réalisé un test d’auto-activation. Au final, 
une analyse protéomique par western-blot a permis de vérifier l’expression des protéines 





















































Figure 35: PCR(s) sur ADNc avec les amorces spécifiques de 13  Skp1 riz. 
M : marqueur moléculaire ; PCR(s) réalisées sur 35 à 40 cycles avec des températures d’hybridation 






4.1. Caractérisation moléculaire des gènes OSKs : amplification par RT-
PCR  
 
Dans un premier temps, nous avons voulu amplifier les 30 séquences des gènes OSK. Les 
amplifications RT-PCR sur ADNc de feuilles de riz ont été réalisées en utilisant des amorces 
spécifiques. Suite à la réaction RT-PCR, seuls 13 produits d’amplification correspondants aux 
gènes (OSK4, OSK5, OSK6, OSK7, OSK9, OSK11, OSK14, OSK16, OSK17, OSK19, OSK20, 
OSK21 et OSK26) ont été visualisés après électrophorèse sur gel d’agarose (Figure 35). 17 gènes 
OSK n’ont ainsi pas été amplifiés Afin de s’assurer de la spécificité d’amplification lors des 
analyses PCR, les produits d’amplification OSK ont été séquencés puis comparés avec les 
séquences initiales. 
 
L’étude bioinformatique réalisée en préliminaire au cours de l’évaluation du profil 
d’expression des gènes OSK, nous a permis d’extrapoler un certain nombre de données, ce qui 
nous a aiguillés vers la stratégie à suivre au cours de cette partie. Le recensement du nombre 
d’EST des gènes OSK a montré que seuls 12 sur 31 gènes étaient exprimés. En outre, nous avons 
observé une expression préférentielle dans l’inflorescence pour un grand nombre de gènes OSK. 
Or, la RT-PCR a été réalisée sur des ARN totaux provenant des feuilles de riz. Nous n’avons 
donc pas exploré au cours de cette partie, les organes de l’inflorescence pour amplifier les gènes 
OSK. Vu que ces tissus sont difficiles à obtenir, nous avons donc choisi de synthétiser par le 
biais d’une société Proteogenix (France) les Skp1, que nous n’avons pas pus obtenir par RT-
PCR. 17 séquences OSK ont été ainsi synthétisées (OSK1, OSK2, OSK3, OSK8, OSK10, 
OSK12, OSK13, OSK15, OSK22, OSK23, OSK24, OSK25, OSK27, OSK28, OSK29, OSK30 et 
OSK31). Au final, 30 gènes OSK ont été obtenus et le clonage moléculaire de ces derniers par 























































 FBA 09g0479100 35
FBDUF Os01g08830 40










4.2. Choix et caractérisation moléculaire des gènes F-box 
 
4.2.1.  Analyse bioinformatique 
 
Pour sélectionner les séquences F-box qui vont êtres utilisées au cours de ce travail, il fut 
indispensable de faire un choix, vu qu’il s’agit de la sous-unité du complexe SCF la plus 
représentée chez le riz. Nous nous sommes basés pour faire ce choix, sur les articles de Jain et al, 
2007 ;  Gomi et al, 2004 et Takahashi et al, 2004. Selon Jain et ses collaborateurs, il existerait 
plus de 687 protéines F-box chez le riz. Ce dernier a classé les protéines F-box en dix sous-
familles (FBX, FBDUF, FBL, FBK, FBD, FBT, FBLD, FBA, FBW, FBO). Il a également 
montré que les domaines FBLD, FBW, FBO et FBA sont les moins représentés. Nous avons fait 
le choix pour notre étude, de garder un seul domaine minoritaire : le domaine FBA. Nous avons 
au final décidé de choisir les F-box parmi sept sous-familles les plus connues et représentatives 
(FBX, FBDUF, FBL, FBK, FBD, FBT et FBA).  
En premier lieu, nous avons collecté les séquences F-box (FBK : 07g47650, FBD : 
08g35960, FBT : 01g48370 et FBDUF : 01g08830) grâce aux numéros d’accessions publiés par 
Jain et al, 2007. Ces séquences F-box ont été choisies en tenant compte de la taille de leurs 
séquences nucléotidiques et du nombre d’EST recensés (Tableau 13).  
En second, lieu nous avons voulu choisir des F-box connues. Une étude réalisée par Gomi 
et ses collaborateurs (2004) a permis de mettre en évidence l’interaction protéique entre les 
protéines F-box (GID2) et OsSkp15 (OSK20 dans notre étude). Nous avons relevé le numéro 
d’accession (AB100246) et collecté cette séquence. En outre, nous avons effectué une recherche 
par mot clé. Ceci à permis d’extraire les séquences ayant dans leur description les mots clés 
ATFBL5 (05g0425700) et TIR1 (AAV32196). Le logiciel Interproscan a permis de déterminer la 
nature du domaine présent dans l’extrémité C-terminal de ces séquences F-box connues. GID2 
appartient à la sous-famille FBX et TIR1 et ATFBL5 à la sous-famille des FBL (Annexe 3). 
Au final, nous nous sommes référés aux analyses d’interactions SKP1/F-box, réalisées par 
l’équipe de Takahashi (2004) chez Arabidopsis thaliana pour rechercher d’autres séquences F-
box intéressantes. Nous avons choisi à partir de cette étude, deux F-box ayant des profils 


























Figure 36 : PCR(s) sur ADNc avec les amorces spécifiques de 5 F-box riz. 
 M: marqueur moléculaire, PCR(s) réalisées sur 40 cycles avec les températures d’hybridation 








BlastX sur la base de données du NCBI, nous avons sélectionné les gènes F-box riz présentant le 
meilleur pourcentage d’homologie (Os02g0260200 et Os09g0479100) (Annexe 4). Les résultats 
de ces BLASTX ont été analysés à l’aide du programme Interproscan  afin de vérifier la 
signature protéique des F-box obtenues. Os02g0260200 appartient à la sous-famille FBX et 
Os09g0479100 appartient à la sous-famille FBA (Annexe 3) 
La recherche de toutes ces séquences F-box a été réalisée au moyen des bases de 
données NCBI, National Centre for biotechnology information 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) et TIGR, (http://www.tigr.org/db.shtml).  
Une recherche au niveau des données des banques d’EST "Expressed Sequence Tags" nous 
a permis de recenser le nombre d’EST pour chaque gène F-box étudié. Le recensement d’ESTs a 
été déterminé en utilisant la platforme RICECHIP.ORG: Support for Annotation & Functional 
Analysis of the Oryza sativa (Rice) Genome (http://www.ricechip.org/). Nous sommes parvenus 
à déterminer le niveau d’expression de 6 gènes F-box (Tableau 13).    
En conclusion, neuf F-box représentative des familles F-box les plus connues ont été ainsi 
choisies (Annexe 5 et 6) et ont fait l’objet d’analyses d’interactions OSK/F-box.  
 
4.2.2. Amplification par RT-PCR 
 
Comme cela a été réalisé pour les séquences OSK, nous avons dans un premier temps 
effectué des amplifications RT-PCR sur ADNc de feuilles de riz en utilisant des couples 
d’amorces spécifiques destinés à amplifier les neuf séquences F-box choisies. L’amplification 
par RT-PCR nous a permis d’évaluer la présence de cinq F-box (TIR1, ATFBL5, Os07g47650 
appartenant à la sous-famille des FBK, Os09g0479100 appartenant à la sous-famille des FBA et 
Os02g0260200 appartenant à la sous famille des FBX) (Figure 36). Parmi les neuf F-box, nous 
n’avons malheureusement pas réussi à amplifier les gènes GID2, FBD, FBT et FBDUF. La 
recherche au niveau des données des banques d’EST "Expressed Sequence Tags", a montré que 
les gènes FBD et FBDUF sont exprimés dans de nombreux tissus et particulièrement au niveau 
des cals et de l’inflorescence. Ces tissus étant difficile à obtenir, nous avons choisi de synthétiser 
ces F-box par le biais d’une société Proteogenix (France). Nous avons fait de même pour les F-







et ajusté les paramètres de PCR, nous ne sommes pas parvenus à obtenir une amplification 
satisfaisante. Les neuf F-box obtenues ont été par la suite clonées par recombinaison in vitro 
(technologie GETWAY). Afin de s’assurer de la spécificité d’amplification lors des analyses 
PCR, les produits d’amplification F-box ont été séquencés puis comparés avec les séquences 
initiales. 
4.2.3. Test double hybride : identification des interacteurs protéiques 
 
Dans ce travail de thèse, le double hybride chez la levure est la méthode que nous avons 
choisie afin d’étudier les interactions protéine-protéine. Le double hybride repose sur l’activation 
d’un gène rapporteur suite à l’interaction de deux protéines recombinantes. Dans cette étude de 
double hybride, trente protéines recombinantes OSK et neuf protéines recombinantes F-box ont 
été générées en utilisant la stratégie de clonage Multisite Gateway (Invitrogen). Dans notre 
laboratoire, nous utilisons en particulier comme vecteurs d’expression, deux vecteurs spécifiques 
du système double hybride (pDEST22 ((plasmide AD) et pDEST32 (plasmide BD)). Le 
processus de la méthode Gateway est décrit dans  la partie « matériels et méthodes ». Une fois 
les protéines de fusion « Appât » et « Proie » obtenues, nous avons procédé aux tests 
d’interactions. Pour chaque paire de protéine OSK-F-box, l’interaction a été testée dans les deux 
sens. Au total, 540 interactions binaires ont été effectuées. Les résultats liés au double hybride 
spécifique de chacune des protéines étudiées au cours de ce travail de thèse, sont décrits dans ce 
qui suit.  
Il arrive que certaines protéines possèdent une activité trans-activatrice (auto-activatrice) 
intrinsèque. Ces protéines induisent une croissance sur le milieu de sélection et activent 
spontanément la transcription des gènes rapporteurs lorsqu’elles sont associées aux domaines de 
fixation GAL4-BD (protéine « appât ») et d’activation GAL4-AD (protéine « proie »). 
 
Pour cette raison, avant les tests d’interactions OSK-F-box, chaque protéine a été examinée 
individuellement afin de vérifier si elle trans-active ou auto-active (c'est-à-dire si elle est capable 
d’activer la transcription du gène rapporteur LacZ même en absence d’interacteur). En résumé, il 
s’agit d’un contrôle qui s’effectue par l'analyse du gène rapporteur LacZ dans la souche de levure 
n'exprimant que l'appât ou la proie fusionnés. Les constructions (protéines « OSK-BD » et 
pDEST22 vide ; « OSK-AD » et pDEST32 vide ; « F-box-BD » et pDEST22 vide ; « F-box-
 
Tableau 14 : Tableau  récapitulatif  de l’activité trans-activatrice des protéines OSK. 
(+), représentent une activation du gène rapporteur LacZ. Lors du test X-Gal, des colonies bleues ont 
été détectées pour les protéines recombinantes OSK4, OSK7, OSK12, OSK15 et OSK31 fusionnées au 
domaine Gal4 BD (pDEST vecteur d'expression ™ 32).  





































AD » et pDEST32 vide) ont été d’abord co-transformées dans les levures puis un test X-Gal a été 
réalisé pour vérification phénotypique. Des colonies bleues ont été détectées lors du test X-Gal 
pour les protéines recombinantes OSK4, OSK7, OSK12, OSK15 et OSK31 fusionnées au 
domaine Gal4 BD (pDEST vecteur d'expression™ 32). Par ailleurs, aucune activité trans-
activatrice n’a été observée avec ces protéines lorsqu’elles ont été fusionnées au domaine AD 
(vecteur pDEST™ expression 22). Quant au reste des protéines recombinantes OSK et F-box, 
aucune activité trans-activatrice n’a été détectée. (Tableau 14). 
 
Une fois ces tests de trans-activation réalisés, nous avons procédé aux tests d’interactions 
entre les différents couples protéiques par la méthode matricielle. Le principe de ces tests est 
simple, il repose sur l’activation du gène rapporteur LacZ en réponse à l’interaction de deux 
protéines recombinantes (une protéine recombinante OSK contre une protéine recombinante F-
box). Les couples de protéines recombinantes (OSK (appât fusionné avec le domaine de fixation 
à l’ADN de la protéine Gal4) - Fbox (proie fusionnée au domaine d’activation de transcription de 
GAL4) et vice versa) ont été co-transformées en même temps dans les souches de levures 
MaV203. Les colonies diploïdes de levure ont été criblées puis les phénotypes « double 
hybride » ont été évalués. Nous avons noté que toutes les souches de levures transformées par les 
plasmides codant pour toutes les constructions OSK et F-box, se sont développées sur milieu 
sélectif Sc-Leu-Trp ; ce qui démontre que les diverses protéines de fusions testées sont non 
toxiques. L’identification des partenaires d’interaction des protéines OSK par double hybride est 
résumée dans le (Tableau 15). Nous avons noté l’interaction protéique avec seulement quatre F-
box. Cependant, lors du test X-Gal, aucune interaction n’a été visible après 24h d’incubation à 
37°C pour les protéines F-box appartenant aux sous-familles FBA, TIR1, FBD, FBT, et FBDUF 
(Tableau 15). 
 
Parmi les trente protéines OSK examinées par test double hybride, seules huit d’entre elles 
(OSK1, OSK4, OSK12, OSK13, OSK15, OSK16, OSK20 et OSK25) interagissent avec au 
moins une protéine F-box (Figure 37, Tableau 15). Nous avons observé que certaines protéines 
OSK interagissent préférentiellement avec des protéines F-box appartenant à certaines sous-
familles. On peut citer comme exemples les protéines OSK4, OSK12, et OSK16 qui interagissent 
avec la protéine F-box (02g0260200) qui appartient à la sous-famille FBX, mais n’interagissent 
 
Les protéines 
OSK   
Les protéines F-box  
GID2  FBA FBX ATFBL5 TIR1 FBK FBD FBT FBDUF 
Accession  Nom AB100246  Os09g0479100  Os02g0260200  Os05g0425700  AAV32196  Os07g47650  Os08g35960    Os01g48370    Os01g08830  
Os11g26910  OSK1 + - + + - + - - - 
Os10g30200  OSK2 - - - - - - - - - 
Os02g13180  OSK3 - - - - - - - - - 
Os09g10200  OSK4 - - + - - - - - - 
Os09g10260  OSK5 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
Os07g05180  OSK6 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
Os09g10300  OSK7 - - - - - - - - - 
Os11g48030  OSK8 - - - - - - - - - 
Os07g05150  OSK9 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
Os06g02360  OSK10 - - - - - - - - - 
Os06g02350  OSK11 - - - - - - - - - 
Os09g10270  OSK12 - - + - - - - - - 
Os09g10230  OSK13 + - + - - - - - - 
Os02g01160  OSK14 - - - - - - - - - 
Os08g28820  OSK15 - - + - - - - - - 
Os07g05160  OSK16 - - + - - + - - - 
Os07g43180  OSK17 - - - - - - - - - 
Os07g43260  OSK19 - - - - - - - - - 
Os09g36830  OSK20 + - + + - + - - - 
Os07g22680  OSK21 - - - - - - - - - 
Os07g43250  OSK22 - - - - - - - - - 
Os07g43270  OSK23 - - - - - - - - - 
Os12g40300  OSK24 - - - - - - - - - 
Os08g28800  OSK25 + - + - - - - - - 
Os07g43220  OSK26 - - - - - - - - - 
Os07g43230  OSK27 - - - - - - - - - 
Os07g43240  OSK28 - - - - - - - - - 
Os08g28780  OSK29 - - - - - - - - - 
Os09g10020  OSK30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
Os03g01660  OSK31 - - - - - - - - - 
 
Tableau 15 :  Récapitulatif des résultats des 540 interactions réalisées en double hybride. 
(+), (-)  représentent respectivement une interaction positive et une absence d’interaction observée. 
Les cases en noir représentent une interaction détectée dans les deux sens alors que les cases en gris, 
une interaction détectée dans un seul sens. ND indique : Non Déterminée à cause de l’absence de la 





























Figure 37 : Interactions réalisées avec le test de double hybride en levure entre huit protéines 
OSK et quatre protéines F-box. 
Afin de génerer des constructions proies (AD-fusion) et appâts  (BD-fusion) , nous avons fusioné les 
protéines OSK et F-box  avec respectivement  le domaine d’activation de transcription  GAL4 et le 
domaine de fixation à l’ADN GA L4. Les constructions ont été testées dans les deux sens. Nous avons 
réalisé des test d’autoactivation pour les clones positifs X-AD et Y-DB. Chaque co-transformation a 
été étalée sur un milieu sélectif Sc-leu-trp. Nous avons exploité au cours de cette étude, le test X-gal. 
Les clones de forte et de faible interaction ont produit respectivement une coloration bleu foncée et 
bleu claire,  alors que les clones qui n’ont donné aucune interaction restent “incolores”. Nous avons 
observé une auto-activation pour les constructions OSK4, OSK12 et OSK15 fusionnées  au domaine 







pas avec les autres protéines F-box testées (Figure 37). De plus, nous avons constaté que la 
protéine F-box (02g0260200) interagit aussi avec d’autres protéines OSK, notamment OSK1, 
OSK13, OSK15, OSK20 et OSK25. Egalement, l’interaction entre la protéine F-box FBX et les 
huit protéines OSK semble forte. Notons aussi que la protéine FBX a interagi avec les protéines 
OSK1, OSK13, OS16, OSK20 et OSK25 dans les deux sens alors que l’interaction avec les 
protéines OSK4, OSK12 et OSK15 n’a été trouvée que dans le sens OSK proie et FBX appât, 
(Figure 37). Il apparait donc que la majorité des interactions protéiques ont été observées avec la 
sous-famille FBX (Figure 37). En revanche, nous observons que la protéine F-box (ATFBL5) 
appartenant à la sous-famille des FBL interagit avec seulement deux protéines OSK : OSK1 et 
OSK20. L’interaction semble forte dans le sens OSK1, 20 proies et ATFBL5 appât alors qu’elle 
semble faible dans le sens OSK1, 20 appâts et ATFBL5 proie.  
D’autre part, nous avons noté que les protéines OSK1 et OSK20 interagissent avec la 
plupart des protéines F-box testées appartenant à trois sous-familles différentes (FBX, 
FBL(ATFBl5) et FBK). En particulier, l’interaction dans les deux sens a été notée avec les 
protéines FBX et FBK (Figure 37). De plus, nous avons observé que les constructions (OSK1 ou 
OSK20) appât et FBK proie donnent des interactions qui semblent faibles alors qu’elles semblent 
fortes dans le sens (OSK1 ou OSK20) proie et FBK appât.  
 
En outre, nous avons noté que les protéines OSK1, OSK13, OSK20 et OSK25 présentent 
des interactions avec la protéine F-box GID2 (gibbérelline Insensible DWARF2). Il s’agit d’une 
F-box qui est impliquée dans la voie de signalisation des gibbérellines. Au cours de cette étude, 
le choix de cette F-box ne fut pas anodin. Nous l’avons choisie comme contrôle positif. En effet, 
les analyses par double hybride menées par Gomi et ses collaborateurs (2004) ont montré que  
GID2 présente une forte affinité avec la protéine OsSkp15 (OSK1), orthologue de ASK1 chez 
Arabidopsis. Nous avons non seulement confirmé les travaux de Gomi et al (Gomi et al, 2004) 
car nous avons également noté l’interaction entre OSK1 et GID2, mais nous avons aussi identifié 
d’autres partenaires protéiques de GID2 qui sont OSK13, OSK20 et OSK25. Notons aussi, que 
l’interaction entre les couples de protéines (OSK1-GID2 ; OSK13-GID2 et OSK25-GID2) s’est 
faite seulement dans le sens OSK appât (BD)-F-box proie (AD) (Figure 37). Or, l’interaction a 
été observée dans les deux sens pour le couple de protéines (OSK20-GID2). De plus nous avons 
quantifié l’activité β-galactosidase induite dans les cellules de levure co-transfomées avec les 
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Figure 38 : Test CPRG. 
Nous avons quantifié l’activité de la β-galactosidase induite dans les cellules de levure co-
transfomées. Les couples protéiques OSK20-AD/GID2-BD et OSK20-BD/GID2-AD interagissent 






couples protéiques, (OSK1-BD/GID2-AD ; OSK13-BD/GID2-AD ; OSK20-AD/GID2-BD ; 
OSK20-BD/GID2-AD et OSK25-BD/GID2-AD), en utilisant le test CPRG en milieu liquide. 
Nous avons observé que OSK20 est la protéine qui interagit le plus fortement avec la protéine F-
box GID2 (Figure 38)   
 
4.3. Test 3AT : confirmation des interactions positives obtenues lors du 
test X-Gal 
 
Le double hybride en utilisant les levures est un outil puissant d’étude des interactions 
protéiques. Néanmoins, il peut générer des résultats faux positifs. Afin de valider les interactions 
positives observées au cours de ce travail de thèse, il fut indispensable de réaliser un test 3AT. 
Pour cela, nous avons utilisé comme « marqueur sélectif» d’interaction, le gène rapporteur HIS3. 
Les constructions qui ont causé l’expression du gène rapporteur LacZ suite au test X-gal ont été 
testées. La souche MaV203 a été co-transformée en même temps par le plasmide pDEST32 qui 
exprime la protéine appât (OSK ou F-box) ou le plasmide pDEST22 qui exprime la protéine 
proie (OSK ou F-box) et le plasmide pDEST22 vide ou le plasmide pDEST32 vide 
respectivement. Ensuite les transformants ont été sélectionnés sur les milieux  Sc-leu-trp-his 
+3AT (10, 25, 50 et 100 mM) ce qui permet de montrer s'il y a activation du gène rapporteur 
HIS3 malgré l'absence d'une «proie» appropriée. En résumé, en absence d'auto-activation, il n’y 
a pas de croissance sur milieux Sc-leu-trp-his +3AT (10, 25, 50 et 100 mM), particulièrement 
aux fortes concentrations en 3 AT 
Le résultat de ce test 3 AT a été le même pour toutes les constructions testées. Nous avons 
noté une absence de la croissance des cellules de levures co-transformées sur milieu sélectif Sc-
leu-trp-his dès les plus faibles concentrations en 3 AT ajoutés, c’est à dire à 10 mM de 3AT 
(Figure 39 et 40). Ce résultat nous a donc permis de valider les diverses interactions protéiques 
observées lors du test X-gal comme étant des interactions positives. 
 
 




















Figure  39 : Test d’auto-activation (3AT) pour les constructions OSK. 
Nous avons utilisé au cours de ce test  comme « marqueur sélectif» d’interaction, le gène rapporteur HIS3. Les 
transformants ont été sélectionnés sur les milieux sélectifs Sc-leu-trp-his +3AT (10, 25, 50 et 100 mM). Nous 
avons observé une absence de la croissance de la plupart des cellules de levures co-transformées sur milieu 
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Figure 40 : Test d’auto-activation (3AT) pour les constructions F-box. 
Nous avons utilisé au cours de ce test  comme « marqueur sélectif» d’interaction, le gène rapporteur 
HIS3. Les transformants ont été sélectionnés sur les milieux sélectifs Sc-leu-trp-his +3AT (10, 25, 50 
et 100 mM). Nous avons observé une absence de la croissance de la plupart des cellules de levures co-
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Figure 41 : Expression des protéines de fusion OSKs-DBDGAL4. 
 A : Western-blot réalisé dans le but d’examiner le niveau d’expression des 30 protéines recombinantes 
OSK-GAL4-BD. L’immuno-révélation a permis de révéler l’expression protéique de 26 protéines 
OSK. B : Electrophorèse SDS-PAGE 10% de l’expression des 30 protéines de fusion OSK et GAL4-
BD par la souche MaV203 de levure à l´aide du plasmide pDEST32. Nous  observons une bonne 






4.4. Vérification de l’expression des différentes protéines de fusion 
OSKs-DBDGAL4 et F-box- DBDGAL4 
 
Afin de vérifier que les interactions négatives observées au cours de notre étude ne sont pas 
réellement dues à une absence de la production de la protéine recombinante par la levure, nous 
avons réalisé un western-blot. Il s’agit d’une technique qui permet l’identification spécifique des 
protéines d’intérêts par immuno-marquage à l’aide d’un anticorps dirigé contre ces protéines, 
après électrophorèse sur gel de polyacrylamide, et transfert des protéines sur membrane de 
nitrocellulose. Les différentes étapes suivies lors du western-blot sont décrites dans la partie 
« matériels et méthodes ». Au cours de ce western-blot, et afin de vérifier le niveau d’expression 
protéique, nous avons examiné les protéines recombinantes OSK et F-box fusionnée à l’étiquette 
GAL4-BD. Pour cela, nous avons utilisé un anticorps monoclonal primaire dirigé contre 
l’étiquette GAL4-BD (l’anticorps primaire anti-GAL4-BD dilué au 1/500 (sc-510, Santa Cruze 
biotech, Santa Cruz, CA, USA) et un anticorps secondaire anti-HRP de souris (IgG-HRP 
antibody : sc-2005, Santa Cruze biotech, Santa Cruz, CA, USA). 
 
4.4.1. Les protéines OSKs 
 
Un western-blot a été effectué afin d’examiner le niveau d’expression des 30 protéines 
recombinantes OSK-GAL4-BD. L’extraction des protéines totales a été réalisée à partir des 
cultures de levures co-transformées par une protéine proie (gène cloné dans le vecteur 
d’expression pDEST 22) et une protéine appât OSK associée au domaine de fixation GAL4-BD 
(cloné dans le vecteur d’expression pDEST32). Ensuite, les échantillons protéiques de levures 
ont été séparés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante. Après  
migration et coloration du gel durant 30 minutes dans une solution de bleu de Coomassie, les 
protéines totales extraites des levures ont été visualisées après plusieurs lavages dans des bains 
de décoloration. Après visualisation du gel polyacrylamide, nous observons que l’électrophorèse 
a permis de bien séparer tous nos échantillons protéiques selon leur masse moléculaire (Figure 
41 B). L’immuno-révélation a permis de révéler l’expression protéique de 26 protéines OSK 
(Figure 41 A). Cependant, aucune bande n’a été détectée dans les souches de levure portant les 
protéines de fusions OSK5, OSK6, OSK9 et OSK30 (Figure 41 A).  Concernant ces protéines, 
AB
Figure 42 : Expression des protéines de fusion F-box-DBDGAL4. 
A : Western-blot réalisé dans le but d’examiner le niveau d’expression des 9 protéines recombinantes 
F-box-GAL4-BD. L’immuno-révélation a permis de révéler l’expression protéique de 9 protéines F-
box. B : Electrophorèse SDS-PAGE 8% de l’expression des 9 protéines de fusion F-box et GAL4-BD 
par la souche MaV203 de levure à l´aide du plasmide pDEST32. Nous  observons une bonne 






l’absence de signal lors de l’analyse par western-blot, peut être due à un artefact technique du 
double hybride. En effet, il est indiqué dans le manuel (ProQuest ™ Two-Hybrid System) que 
certaines protéines deviennent toxiques lorsqu’elles sont exprimées à des niveaux relativement 
élevés et peuvent générer ainsi des faux négatifs quand elles sont testées en double hybride. De 
plus, la surexpression des protéines de fusions peut aussi augmenter les chances d’avoir des 
interactions non spécifiques et donc de faux positifs. C’est pour cette raison que dans la levure, 
l’expression protéique est maintenue à un niveau bas dû au faible nombre de copies des vecteurs 
d’expressions exprimant les protéines proie et appât. Donc, la non détection de signal lors du 
western-blot serait probablement due à une faible expression des protéines OSK5, OSK6, OSK9 
et OSK30 dans la levure, voire à leur absence. Par conséquent, nous avons considéré que les 
interactions négatives observées avec ces protéines OSK ne peuvent pas refléter leur 
comportement réel lors du test double hybride. C’est pour cela que nous les avons notés ND 
(Tableau 15).  
 
4.4.2. Les protéines F-box 
 
Comme cela fut le cas pour les protéines OSK, nous avons également réalisé un western-
blot afin de vérifier le niveau d’expression des neuf protéines recombinantes F-box-GAL4-BD. 
Nous constatons, comme cela a été observé pour les protéines OSK, que l’électrophorèse a 
permis de bien séparer tous nos échantillons protéiques selon leur masse moléculaire (Figure 42 
B). Suite à l’immuno-révélation, nous avons observé l’expression protéique des 9 protéines F-
box recombinante testées (Figure 42 A). Ce résultat suggérerait que les interactions négatives 
observées lors du test double hybride avec les  protéines F-box FBA, TIR1, FBD, FBT et 
FBDUF ne sont pas dues à une absence de ces dernières protéines.   
 
5. Localisation subcellulaire des protéines OSK et F-box  
 
Afin de constater les interactions protéiques entre les deux sous-unités OSK (SKP1) et F-
box du complexe SCF, nous avons choisi d’étudier in vivo ces interactions potentielles en 




















Figure 43 : Observation de la localisation subcellulaire de différentes OSK fusionnées à YFP. 
Les OSK fusionnées à YFP ont été co-exprimées avec CFPc et observées dans les cellules de 
l’épiderme inférieur de feuille de Nicotiana tabacum au microscope confocal. 
Les panneaux de gauche, du milieu et de droite montrent la fluorescence collectée dans le canal 
« CFP » (vert), « YFP » (rouge) et la superposition de ces deux canaux, respectivement.  
CFPc est localisée dans le cytosol (flèches) et dans le noyau (n) (A-E canal vert). 
YFP-OSK1, 13, 20 et 25 sont localisées dans le cytosol et dans le noyau  (canal rouge A, B, D et E 
respectivement). YFP-OSK16 est localisée dans le cytosol (C canal rouge). 







une étude in planta entre les deux sous-unités OSK et F-box, en utilisant comme outil le système 
BiFC (Bimolecular Fluorescent Complementation), nous avons voulu localiser au préalable, au 
sein de la cellule végétale, les protéines OSK et F-box qui ont interagi dans le système double 
hybride. Nous avons donc fusionné les sous-unités OSK et F-box à une protéine fluorescente 
(YFP ou Yellow Fluorescent Protein), puis nous avons exprimé les protéines chimères dans des 
feuilles de Nicotiana tabacum par agro-infiltration. Toutes les observations microscopiques ont 
été effectuées en deux étapes. Tout d’abord, nous avons utilisé le microscope à épifluorescence 
afin de sélectionner le meilleur clone d’agrobactérium. Ensuite, vu l’épaisseur du tissus et dans 
le but d’avoir une meilleure qualité d’image, nous avons utilisé la microscopie confocale qui 
nous a permis de pratiquer des coupes optiques virtuelles des échantillons et de n’enregistrer que 
l’image de la fluorescence émise dans un plan focal choisi. En outre, toutes les observations 
microscopiques ont été effectuées 48 heures après agro-infiltration et la fluorescence a été 
observée dans l’épiderme inférieur des feuilles de tabac infiltrées. Nous sommes parvenus à 
localiser cinq OSK (OSK 1, 13, 16, 20 et 25) et trois F-box (GID2, ATFBL5 et FBX 
(02g0260200).  
5.1. Localisation subcellulaire des protéines OSK 
 
Parmi les huit protéines OSK qui ont présenté des interactions positives avec les protéines 
F-box, nous avons pu en localiser cinq (OSK1, 13, 16, 20 et 25). Nous avons fusionné 
l’extrémité N-terminale de ces cinq protéines à une protéine fluorescente YFP (Yellow 
Fluorescent Protein) (Annexe 8). Ceci va nous permettre de marquer les protéines OSK afin de 
pouvoir observer, la localisation dans des cellules végétales vivantes des protéines OSK 
chimères. De plus, nous avons utilisé au cours de cette étude la protéine fluorescente témoin 
CFPc (Cyan Fluorescent Protein). Il s’agit d’une protéine cytosolique sans signaux d’adressage, 
de petite taille (22,3 kDa) localisée à la fois dans le cytosol et dans le noyau (Figure 43 A-E 
canal vert), et qui peut être visualisée en même temps que la protéine YFP. Nos observations 
nous ont permis de visualiser la CFPc dans le noyau de la cellule de l’épiderme foliaire (Figure 
43 A-E canal vert). Ceci est normal puisqu’il s’agit d’une protéine de petite taille. Il est 
important de noter que les protéines qui ont un poids moléculaire inférieur ou proche de 40-50 







Notons qu’au cours de cette étude, toutes les protéines chimères YFP-OSK ont été co-exprimées 
avec CFPc (Figure 43 A-E canal vert). 
Les observations en microscopie confocale nous ont permis tout d’abord de noter la 
forme particulière dite en « jeux de patience » des cellules de l’épiderme (Figure 43 A-E). Grâce 
au marquage CFPc, nous pouvons observer que les cellules de l’épiderme foliaire possèdent un 
cytosol présentant une grande vacuole centrale qui occupe jusqu’à 80% du volume cellulaire. Le 
cytosol se retrouve ainsi plaqué contre la membrane plasmique (Figure 43 A-E). Nous avons par 
ailleurs, visualisé au sein des cellules, des travées cytoplasmiques (Figure 43 A-E canal vert cf. 
flèches). L’évaluation au niveau tissulaire de la localisation sub-cellulaire des protéines chimères 
YFP-OSK a permis de mettre en évidence que la majorité des protéines de fusion testées sont 
comme la protéine CFPc localisées dans le cytosol et dans le noyau (Figure 43 A, B et D canal 
rouge). Comme ces protéines de fusion sont de petite taille (40 à 41 KDa), il est tout à fait 
possible qu’elles aient diffusé passivement vers le noyau. En revanche, nous avons noté une 
faible présence dans le noyau de la protéine de fusion YFP-OSK 25 (Figure 43 E canal rouge). 
Afin de mieux évaluer la localisation des protéines de fusion YFP-OSK, nous avons analysé les 
images « merge », il s’agit d’une superposition d’images (canal vert et rouge) qui va nous 
permettre d’observer avec plus de précision la localisation subcellulaire des protéines. La 
(Figure 43 panneaux de droite) montre une co-localisation entre CFPc et YFP-OSK plus ou 
moins parfaite. En effet, nous observons que les protéines YFP-OSK1, 13 et 20 co-localisent 
parfaitement avec CFPc ce qui nous permet de conclure qu’elles sont localisées spécifiquement 
dans le cytosol, mais nous ne pouvons pas conclure quant à la localisation nucléaire, vu que ces 
protéines de fusion sont de petite taille et peuvent donc diffuser passivement vers le noyau. En 
outre, nous avons observé des différences entre YFP-OSK16, 25 et CFPc. En effet, quand on 
observe le « merge » (Figure 43 C et E, images cf. zoom), nous remarquons que les protéines 
YFP-OSK16 et YFP-OSK25 co-localisent parfaitement avec CFPc dans le cytosol. Bien qu’il 
s’agisse de protéines de petite taille, donc capables de diffuser passivement du cytosol vers le 
noyau, l’accumulation semble beaucoup plus prononcée et importante dans le noyau pour la 
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Figure 44 : Observation de la localisation subcellulaire de différentes F-box fusionnées à YFP. 
Les F-box fusionnées à YFP ont été co-exprimées avec CFPc et observées dans les cellules de 
l’épiderme inférieur de feuille de Nicotiana tabacum au microscope confocal. 
Les panneaux de gauche, du milieu et de droite montrent la fluorescence collectée dans le canal 
« CFP » (vert), « YFP » (rouge) et la superposition de ces deux canaux, respectivement.  
CFPc est localisée dans le cytosol (flèches) et dans le noyau (n) (A-C canal vert). 
YFP-GID2 est localisée uniquement dans le noyau (A canal rouge). 
YFP-ATFBL5 est localisée dans le cytosol et dans le noyau  (B canal rouge). 
YFP-FBX est localisée dans le cytosol, dans le noyau et dans le nucléole (B canal rouge). 








5.2. Localisation subcellulaire des protéines F-box 
 
Comme cela a été réalisé pour les protéines OSK, nous avons fusionné la partie N-
terminale des quatre protéines F-box, qui ont interagi lors des tests double hybride, à la protéine 
fluorescente YFP. Puis, par agro-infiltration, les protéines chimères ont été co-exprimées avec 
CFP cytosolique dans des feuilles de Nicotiana tabacum. 48h après, les observations ont été 
réalisées au microscope à épifluorescence, puis au microscope confocal. Nous avons noté des 
différences de localisation subcellulaire selon la protéine F-box étudiée (Figure 44). Dans les 
cellules de l’épiderme inférieur de tabac, infiltrées par les protéines YFP-GID2 et CFPc, nous 
avons observé une forte fluorescence dans le noyau à l’exception du nucléole (Figure 44 A). 
Aucune localisation de la protéine chimère YFP-GID2 n’a été observée dans le cytoplasme. Cela 
suggère, que la fonction de la protéine GID2 prend place dans le noyau et par conséquent, la 
protéine cible à reconnaître puis à dégrader par le protéasome 26S serait nucléaire. Les 
observations au microscope confocal de la protéine de fusion YFP-ATFBL5 co-exprimée avec la 
protéine CFPc dans les cellules épidermiques de tabac, ont montré une co-localisation parfaite de 
cette protéine avec la CFPc dans le cytosol et dans le noyau (Figure 44 B). On sait que les 
protéines de petite taille (40 à 41 KDa) diffusent passivement vers le noyau, or la protéine de 
fusion YFP-ATFBL5 a une taille de 64 kDa. Cela suggère que cette protéine peut exercer ses 
fonctions dans le cytosol et dans le noyau. Elle présenterait probablement des signaux 
spécifiques, d’import vers le noyau et d’export du noyau vers le cytosol. En ce qui concerne la 
protéine de fusion YFP-FBX, elle a été également co-exprimée avec CFPc dans les cellules 
épidermiques de tabac. Deux jours après agro-infiltration, la fluorescence a été observée dans le 
cytosol et dans le noyau mais également concentrée dans le nucléole (Figure 44 C). Cela 
suggérerait que la protéine FBX (02g0260200) présenterait de nombreuses fonctions prenant 
place dans ces trois compartiments cellulaires. Cela est en accord avec les résultats double 
hybride, car nous avons constaté qu’il s’agit de la protéine F-box qui a donné le plus grand 
nombre d’interaction avec les protéines OSK.  
Concernant la protéine FBK ainsi que les protéines OSK4, OSK12 et OSK15, nous avons 
tenté de les localiser en les fusionnant comme les protéines présentées précédemment à YFP. 
Nous n’avons malheureusement pas observé de fluorescence. Cela pourrait être causé par un 







une absence d’expression de la protéine de fusion. Malgré deux répétitions biologiques, nous ne 
sommes pas parvenus à localiser les protéines OSK4, OSK12 et OSK15. 
En conclusion, les observations en microscopie confocale réalisées au cours de notre étude, nous 
ont montré que les protéines OSK et F-box peuvent être spécifiquement compartimentées dans la 
cellule végétale : GID2 est localisée uniquement dans le noyau, OSK1, OSK13, OSK20, OSK25 
et ATFBL5 sont des protéines nucléaires et cytosoliques, OSK16 est une protéine cytosolique et 
















Depuis la découverte chez les mammifères du rôle majeur joué par les protéines SKP1 
dans le contrôle du cycle cellulaire, (Zhang et al, 1995) de nombreuses études se sont intéressées 
à cette protéine qui rappelons-le est une sous-unité du complexe SCF. Elle sert avant tout 
d’adaptateur entre la protéine Cul1 et la protéine F-box qui est directement impliquée dans 
l’interaction spécifique avec le substrat cible (Hua et al, 2011). Particulièrement, il a été observé 
que certains organismes présentent un seul gène SKP1 fonctionnel alors que d’autres en 
possèdent plusieurs (Nayak et al, 2002 ; Yamanaka et al, 2002). Chez le nématode C. elegans, 
21 gènes homologues de SKP1 nommés SKRs présentent des profils d’interactions variés avec 
différentes protéines F-box. Les études in vitro réalisées par Yamanaka et ses collaborateurs ont 
montré que parmi les protéines SKR, la SKR-1 est celle qui interagit avec le plus grand nombre 
de protéines F-box (Yamanaka et al, 2002). Chez les plantes, des analyses similaires ont été 
également conduites mais uniquement chez la plante modèle des Dicotylédones (Arabidopsis 
thaliana) (Gagne et al, 2002 ; Risseeuw et al, 2003 ; Takahashi et al, 2004) Cependant, peu ou 
pas de travaux ont été réalisés chez le riz. En revanche, s'il est clair que toutes les séquences des 
génomes des plantes contiennent plusieurs gènes SKP1-like, aucune analyse systématique de 
leurs capacités d’interaction n’a été réalisée à ce jour. Nous avons donc décidé de procéder à une 
étude systématique chez le riz, plante modèle des monocotylédones. Lors de cette thèse, nous 
avons conduit des analyses structurales, phylogénétiques et d’expression sur l’ensemble des 
gènes SKP1 du riz, de la mousse Physcomitrella patens et de 15 plantes monocotylédones et 
dicotylédones. Ces analyses nous ont permis entre autre d’identifier la présence et la position de 
l’intron unique conservé chez les gènes OSK1 et OSK20 du riz, mais également chez 38 gènes 
SKP1-like appartenant aux différentes espèces étudiées. De plus, nous avons réalisé une étude in 
vitro (double hybride en levure) afin de vérifier les interactions entre les partenaires protéiques 
OSK et F-box. Nous avons observé que certaines protéines OSK interagissent préférentiellement 
avec des protéines F-box appartenant à certaines sous-familles. Lors du test double hybride, nous 
avons noté que les protéines OSK1 et OSK20 interagissent avec la plupart des protéines F-box 
testées. En outre, dans la perspective de réaliser une étude in planta entre les deux sous-unités 
OSK et F-box, une localisation sub-cellulaire a été conduite. Les observations en microscopie 
confocale nous ont montré que les protéines OSK et F-box pourraient être spécifiquement 
compartimentées dans la cellule végétale. Ainsi, une compartimentation cytosolique et nucléaire 







1. Organisation structurale des gènes SKP1-like : OSK1 et OSK20 
constituent une classe de gènes SKP1 à intron unique conservé 
 
Les études phylogénétiques menées par Kong et ses collaborateurs chez les plantes, 
notamment chez le riz et Arabidopsis, suggèrent que les gènes SKP1 ont évolué suite à de 
nombreux événements de duplications à partir de l’ancêtre commun des eudicotylédones et des 
monocotylédones nommé MRCA (Most Recent Common Ancestor) (Kong et al, 2007). Ces 
auteurs suggèrent que les gènes du riz ont une origine beaucoup plus récentes que ceux 
d’Arabidopsis. Les travaux conduits par ces derniers, évoquent une classification des gènes 
SKP1 en trois types : le type Ia (contient un intron et deux exons) ; le type Ib (aucun intron 
« Intronless ») et le type II (contient plusieurs introns). Ces mêmes auteurs suggèrent que les 
gènes SKP1 de type Ib dérivent des gènes SKP1 de type Ia suite à des rétropositions. Au niveau 
des gènes SKP1 de type Ia, la position de l’intron peut varier chez certains, mais elle peut être 
conservée chez d’autres. Il faut noter entre autre, que le type I est caractérisé par la présence des 
domaines (Skp1-POZ et Skp1) de même que les protéines de type II, mais ces dernières sont 
chimériques suite à l’ajout d’une région C-terminal additionnelle (Annexe 7). Chez Arabidopsis, 
parmi les 21 gènes ASK, 19 sont de type I et deux sont de type II (ASK20 et ASK21). Chez le 
riz, parmi les 32 gènes OSK, 28 sont de type I (Kong et al, 2007). Par ailleurs, l’étude de Kong et 
al. (2007) a montré que les gènes ASK et OSK à unique intron conservé occupent la position 
basale des arbres phylogénétiques alors que les gènes sans introns (type Ib) se trouvent quant à 
eux dans les clades terminaux (Figure 20). Afin d’élargir cette étude, nous avons examiné au 
cours de ce travail de thèse, l’organisation génomique des gènes SKP1 au sein des génomes de la 
mousse Physcomitrella patens, de cinq monocotylédones et de onze eudicotylédones. Nous 
avons utilisé la classification initiale proposée par Kong et al, 2007, et défini une nouvelle sous-
classe. Nous avons alors défini quatre sous-classes de gènes SKP1 : 1ère sous-classe (les gènes 
SKP1 à intron unique conservé) ; 2ème sous-classe (les gènes SKP1 à unique intron non 
conservé) ; la 3ème sous-classe (les gènes SKP1 sans intron et la 4ème sous-classe (les gènes SKP1 
à plusieurs introns) (Tableau 10).  
L’analyse globale des 288 gènes SKP1 appartenant aux 17 espèces étudiées nous a montré 







Chez le riz, seuls les gènes OSK1 et OSK20 sont à intron unique conservé. Autre fait intéressant, 
ce qui ressort clairement de l’analyse globale des gènes SKP1 c’est que la majorité de ces gènes 
sont sans introns (140 parmi 288 gènes SKP, c'est-à-dire 50% de l’ensemble des gènes SKP1). 
(Tableau 11). Chez le riz, nous avons observé que 61,29% (20 parmi 31 gènes OSK) de 
l’ensemble des gènes OSK sont sans introns (Tableau 9) suggérant un phénomène actif de 
rétroposition. En effet, il a été évoqué par Kong et ses collaborateurs, qu’un certain nombre de 
gènes OSK sans introns se trouvent dans des régions riches en retro-transposons, ce qui permet 
de supposer que la rétroposition a contribué à l’augmentation du nombre des gènes SKP1 chez 
les plantes (Kong et al, 2007). D’autre part, ce nombre important de gènes SKP1 sans intron 
n’est pas surprenant. Certes, les gènes sans introns constituent une signature caractéristique des 
procaryotes, néanmoins, ces gènes forment une grande portion des génomes eucaryotes. Il a été 
prédit respectivement que 21,7% et 19,9% de l’ensemble des gènes des génomes du riz et 
d’Arabidopsis sont des gènes sans introns (Jain et al, 2008). Cependant, il serait intéressant de 
conduire une analyse systématique de l’environnement génomique de chacun des gènes SKP1, 
chez chaque espèce dont le génome est séquencé, pour estimer la richesse en éléments 
transposables dans les loci contenant ces gènes. Il s’agira par exemple de choisir une fenêtre fixe 
de quelque Kb de part et d’autre de chaque gène SKP1, et de vérifier ensuite s’il y a un biais dans 
la richesse en éléments transposables entre les différentes sous-classes. 
L’alignement multiple des séquences nucléotidiques et protéiques des 40 gènes SKP1 à 
unique intron conservé appartenant aux 17 espèces étudiées nous a permis d’analyser la structure 
de ces gènes. Nous avons constaté la variabilité de la longueur de l’exon 1 ainsi que de l’intron 
unique qui se trouve toujours en position conservée, de manière à donner naissance à un exon 2 
de 174 pb (58 aa) (Figure 30). De plus, nous avons constaté que l’exon 2 est beaucoup plus 
conservé que l’exon 1. Cette conservation concerne particulièrement les acides aminées clés (les 
domaines protéiques à hélice α (H5, H6, H7 et H8) qui sont impliqués dans l’interaction avec les 
protéines F-box (Schulman, et al, 2000). Il a été suggéré chez la famille des gènes SKP1 de C. 
elegans que c’est l’hélice α (H8) qui confère la spécificité d’interaction entre les protéines SKP1 
et F-box (Risseeuw et al, 2003). On peut donc émettre l’hypothèse que cette contrainte 







capables de participer à un assemblage avec des F-box s’exerce de manière plus importante sur 
la partie C-Terminale de la protéine SKP1 que sur la partie N-Terminale.  
Une analyse réalisée par Henricson et ses collaborateurs, sur les génomes de l’Homme, des 
animaux (Gallus gallus, Caenorhabditis elegans, Danio rerio, Mus musculus) et des insectes 
(Drosophila melanogaster) suggère que les gènes à intron conservé sont beaucoup plus 
représentés chez les gènes orthologues que chez les gènes non orthologues. Ces auteurs ont 
proposé d’utiliser le score IPC (Intron Position Conservation) afin de discriminer les gènes 
orthologues des non orthologues. En résumé, si deux gènes présentent un score IPC élevé, ils 
sont beaucoup plus susceptibles d'être orthologues (Henricson et al, 2010). Notre étude 
phylogénétique a montré qu’un certain nombre de gènes SKP1 à intron unique conservé 
appartenant à des espèces différentes sont regroupés ensemble (SB05G012740 et SB02G031280) 
sont groupés respectivement avec (ZM04G05180 et ZM07G31190) ; (RC28962G00160 et 
RC30170G05850) sont groupés respectivement avec (ME07520G02920 et ME02943G00470) et 
LJ2G022380 est groupé avec GM11G08440) (Figure 31). Nous pouvons donc supposer que ces 
gènes SKP1 présentent des relations d’orthologie sachant que l’orthologie décrit des groupes de 
gènes qui révèlent la phylogénie des espèces (Harrison et Langdale, 2005).  
 
2. Profil d’expression des gènes SKP1-like chez le riz : OSK1 et 
OSK20 constituent une sous-classe de gènes SKP1 fortement 
exprimée 
 
L’ensemble des gènes essentiels pour les cellules, les organes et les tissus sont contrôlés 
par des mécanismes biologiques et/ou physiologiques et semblent avoir des profils d’expressions 
temporels et/ou spatiaux similaires. Par conséquent, la similitude du profil d’expression génique 
permet de mieux comprendre les fonctions biologiques des gènes, mais également les processus 
biologiques ainsi que les voies métaboliques liés aux gènes (Kazuki et al, 2011). Au cours de 
cette étude, nous avons mené une investigation sur le nombre d’EST des gènes OSK et nous 
avons aussi exploité l’existence d’un nombre grandissant de données d’analyses microarray 
disponibles pour conduire une méta-analyse sur ces données afin d’étudier le profil global 







Nous avons utilisé le site Genevestigator (https://www.genevestigator.com) qui comprend une 
base de données de résultats provenant de 60 809 microarray réalisées sur 15 organismes 
différents dont Arabidopsis thaliana, le riz, l’orge, le maïs et le blé (Aout 2011). 
 
La recherche au niveau des données des banques d’EST "Expressed Sequence Tags" nous 
a permis de constater qu’il existe une différence d’expression des gènes OSK dans les différents 
tissus de la plante riz. Ce sont les gènes OSK1 (93 ESTs) et OSK20 (34 ESTs) qui sont les plus 
fortement exprimés parmi l’ensemble des 31 gènes OSK du riz. Ce résultat est en accord avec 
celui de Kong et ses collaborateurs 2004, qui a démontré que l’ensemble des gènes SKP1-like 
appartenant à différentes espèces de plantes et d’animaux ne sont pas uniformément représentés 
par leur nombre d’EST indiquant des variabilités quant à leurs degrés d’expression (Kong et al, 
2004). Les analyses menées par ces auteurs sur l’évolution des gènes SKP1, ont montré que 
certains gènes évoluaient rapidement (tels que SKR-6-SKR-21 chez C. elegans ; Dm.CG15800 
chez D. melanogaster et OSK2, OSK3, OSK7, OSK10, OSK11, OSK13, OSK14, OSK17, OSK22 
et OSK24 chez O. sativa) alors que d’autres évoluaient quant à eux lentement (tels que, ASK1 
chez A. thaliana, OSK1 chez O. sativa et SKR-1 chez C. elegans). De plus, il a constaté chez les 
espèces de plantes et d’animaux étudiées que 63 (96,9%) des 65 membres à évolution lente 
s’expriment alors que 89 (93,7%) des 95 membres à évolution rapide ne s’expriment pas.  
La méta-analyse conduite sur des données microarray Affymetrix utilisant le site « 
Genevestigator » a permis d’observer que les gènes OSK présentent des profils d'expression 
différents dans 24 tissus ou organes. Certains s’expriment largement et fortement supposant une 
action pléiotropique tels que les gènes OSK1, OSK11 et OSK20 alors que d’autres s’expriment 
faiblement et de manière plus ponctuelle impliquant des fonctions plus spécifiques tels que les 
gènes OSK7, OSK16 et OSK27. De nombreuses études menées chez Arabidopsis thaliana ont 
montré également la variabilité d’expression des gènes ASK (Zhao et al, 2003 ; Takahashi et al, 
2004 ; Marrocco et al, 2003). Les gènes ASK1 et ASK2 sont exprimés dans la plupart des tissus. 
Notons aussi que la séquence protéique ASK2 est la plus semblable à ASK1 (75,4% d’acides 
aminés identiques et 84% de similarité) (Gagne et al, 2002). Les études menées par Marrocco et 
ses collaborateurs ont montré que le gène ASK1 s’exprime dans l’ensemble des tissus et organes 
de la plante alors que la plupart des autres gènes ASKs s’expriment plutôt au niveau de 







ASK16 et ASK17 qui s’expriment dans l’embryon (Marrocco et al, 2003). En outre, des analyses 
RT-PCR menées par Zhao et ses collaborateurs ont permis de mettre en évidence la similarité de 
l’expression des gènes ASK1 et ASK2 dans l’ensemble des tissus testés par ce dernier (c'est-à-
dire dans les feuilles, les racines, les jeunes plantules, les tiges, l’inflorescence et la silique). De 
plus, les expériences d’hybridation in situ ont montré aussi que ces deux gènes présentent une 
configuration spatiale similaire se traduisant par une expression dans l’ensemble de la plante, ce 
qui suggère que ASK1 et ASK2 pourraient avoir des fonctions redondantes (Zhao et al, 2003). 
Des tests histochimiques GUS ont révélé que ASK2-GUS s’expriment dans la totalité de la 
plante et particulièrement de manière très forte dans l’extrémité racinaire et les tissus vasculaires 
(Liu et al, 2004). D’autre part, il a été démontré que l’activité combinée des gènes ASK1 et ASK2 
est essentielle pour l’embryogenèse et la croissance des graines. Les doubles mutants ask1-ask2 
affichent des anomalies graves touchant particulièrement l’embryogenèse et la croissance des 
graines. Il faut noter que la fonction redondante des gènes ASK1 et ASK2 va conduire à l’absence 
de ces anomalies chez les mutants uniques ask1 ou ask2. L’expression des gènes ASK1 et ASK2 
dans les différents organes de la plante impliquent qu’ils joueraient un rôle majeur dans le 
développement précoce mais aussi dans le développement de la plante (Liu et al, 2004). Dans la 
continuité de ces travaux, nous avons exploité l’existence d’un nombre grandissant de données 
d’analyses microarray afin de visualiser le profil d’expression des gènes ASK chez Arabidopsis 
(Annexe 9). Ces résultats sont identiques à ceux obtenus chez le riz. La classification 
hiérarchique des 17 gènes ASK (1, 2, 4-11, 13-19) nous permet d’observer trois clusters majeurs 
correspondants aux gènes fortement, moyennement et peu exprimés. De plus, nous avons 
constaté comme cela a été trouvé dans de nombreuses données bibliographiques, que les gènes 
ASK1 et ASK2 sont exprimés dans la plupart des organes analysés de la plante, tout comme les 
gènes OSK1 et OSK20 chez le riz. D’après nos observations et les diverses études réalisées chez 
Arabidopsis, nous pouvons supposer que 1/ Tout comme ASK1 et ASK2 chez A. thaliana, OSK1 
et OSK20 pourraient avoir des fonctions redondantes ; 2/ OSK1 et OSK20 (gènes à intron unique 
conservé) s’expriment dans la plupart des tissus de la plante, elles joueraient donc un rôle majeur 
dans le développement de la plante. 3/ La plupart des gènes OSK comme par exemple les gènes 
OSK8 (gènes a plusieurs introns de type II) et OSK29 (gène à intron unique non conservé) 
s’expriment fortement mais de manière spécifique dans certains tissus/organes et 







structure des fleurs et des fruits est beaucoup plus complexe que celle des feuilles et des racines. 
Il est possible que le développement et la physiologie de reproduction requière de nombreuses 
voies de régulations protéolytiques notamment celles impliquées au niveau des tissus végétatifs 
mais aussi celles plus spécifiques des structures reproductives. Il a été observé par exemple chez 
Arabidopsis thaliana que ASK15 et ASK18 sont exprimés dans le pédicelle des jeunes fleurs 
suggérant ainsi leurs rôles dans le développement du pédicelle (Zhao et al, 2003). En outre, 
ASK14 s’exprime fortement dans les microspores mais se trouve absente dans le pollen 
suggérant son rôle dans la formation des microspores et ASK4 s’exprime fortement dans le grain 
en développement (Zhao et al, 2003). Par conséquent, différents gènes ASK peuvent avoir des 
fonctions distinctes dans le développement de la graine et /ou du fruit tout comme probablement 
certains gènes OSK. 
 
3. Analyse double hybride : les protéines OSK interagissent de 
manière spécifique avec les protéines F-box  
 
Au cours de ce travail de thèse, nous avons réalisé une analyse par une approche double 
hybride afin de rechercher les partenaires F-box éventuels des protéines OSK. Le test double 
hybride a impliqué neuf protéines F-box et 30 protéines OSK. L’analyse du profil d’interaction 
montre que les interactions sont sélectives et distinctives entre l’ensemble des protéines OSK du 
génome du riz. En effet, nous avons observé que les protéines OSK1 et OSK20 interagissent 
avec la plupart des protéines F-box testées, appartenant à trois sous-familles différentes (FBX, 
FBL (ATFBl5) et FBK). En revanche, d’autres protéines, comme par exemple OSK13 et 
OSK25, interagissent avec les protéines GID2 et FBX alors que les protéines OSK4 et OSK12 
interagissent seulement avec la protéine FBX (Tableau 15). Cela suggère que les protéines OSK 
peuvent interagir préférentiellement avec un ou plusieurs membres de la famille des protéines F-
box. Ce qui suggère que les diverses combinaisons entre les protéines OSK et F-box pourraient 
conduire à une sélection de substrats variables. 
Chez le nématode C. elegans, il a été démontré que les gènes SKRs, présentent divers 
profils d’interactions avec les protéines F-box ce qui suggère qu’elles peuvent former une large 







testées, cinq n’interagissent spécifiquement qu’avec la protéine SKR1. D’autre part, il a été 
observé que parmi les 15 SKRs testés seul SKR1 interagit avec la protéine F-box SEL-10. SKR1, 
2, et 3 interagissent avec la plupart des F-box appartenant à la sous-famille des FBX alors que 
SKR4, 9 et 10 n’interagissent avec aucune des F-box testés (Yamanaka et al, 2002).  
Chez Arabidopsis thalina, il existe dans la littérature de nombreuses études biochimiques 
(double hybride, BiFC « bimolecular fluorescence complementation », Co-immunoprecipitation 
(CoIP) et « pull down » (PD), in-vitro) qui ont confirmé l’interaction entre les protéines ASK et 
une ou plusieurs protéines F-box, démontrant ainsi la variabilité des interactions entre ces deux 
sous-unités du complexe SCF (Hua et al, 2011). Une récente analyse globale de l’interactome 
protéique réalisée chez Arabidopsis, a montré que 52 protéines F-box interagissent avec 18 
protéines ASK. Il a été observé que les protéines ASK1, ASK2 et ASK11 interagissent avec la 
majorité des protéines F-box, ce qui suggère la capacité que peuvent avoir certaines protéines 
ASK à interagir avec un large éventail de protéines F-box. Cependant, aucune interaction n’a été 
observée pour les protéines ASK6, ASK17 et ASK21 (Annexe 10, extrait de Boruc et al, 2010). 
De plus, l’interaction préférentielle entre certaines F-box et ASK a été démontrée. Il a été 
observé que les protéines F-box (At4g11590) et (At3g16740) interagissent seulement avec 
ASK16 et ASK11 (Gagne et al, 2002). D’autre part, certaines protéines ASK peuvent interagir 
spécifiquement avec des sous-familles de F-box. Les études menées par Takahashi et ses 
collaborateurs ont montré que la protéine ASK18 interagit avec seulement les protéines F-box de 
la sous-famille inconnue, alors que les protéines ASK11 et 12 interagissent avec les protéines F-
box appartenant aux sous-familles LRR, PAS/PAC et Inconnu, cependant aucune interaction n’a 
été détectée pour ces deux ASKs et les F-box du groupe Kelch (Takahashi et al, 2004).  
Fait intéressant, lors de ce travail de thèse, nous avons montré que non seulement la 
protéine GID2 interagit avec la protéine OSK1, mais aussi avec les protéines OSK13, OSK20 et 
OSK25. Les études en double hybride menées par Gomi et ses collaborateurs chez le riz ont 
permis de montrer que GID2, impliquée dans la voie de GA, forme un complexe SCF avec les 
protéines OsSkp15 et OsCuL1 (Gomi et al, 2004). Nous pouvons donc conclure que la protéine 
GID2 constitue une sous-unité du complexe SCF à travers son interaction avec OSK1, mais aussi 
avec d’autres protéines OSK, notamment OSK20. Certes, l’implication de OSK1 dans la voie de 
signalisation des gibbérellines a déjà été démontrée mais jusqu’à ce travail de thèse, il n’a jamais 







résultat obtenu en double hybride, nous pouvons donc supposer que les protéines OSK20, 
OSK13 et OSK25 interviennent dans la voie de la gibbérelline impliquée dans plusieurs 
processus physiologiques chez la plante telles que l’élongation des tiges et la germination (Itoh et 
al, 2008).  
Au cours de notre étude double hybride, aucune interaction protéique n’a été observée 
entre les protéines F-box testées et 22 protéines OSK (Tableau 15). Plusieurs hypothèses 
peuvent être émises :  
1/ La première hypothèse est que ces protéines OSK interagissent avec d’autres protéines 
F-box, non testées au cours de ce travail de thèse. Chez les plantes, les protéines F-box sont 
codées par une grande famille de gènes. Il existe respectivement chez Arabidopsis et chez le riz, 
692 et 779 protéines F-box qui peuvent donc former un très large éventail de complexes SCF 
(Du et al, 2009). Au cours de notre travail, 9 F-box ont été testées ; il est donc tout à fait possible 
que les 22 OSK n’aient pas trouvé leurs partenaires protéiques F-box spécifiques. Les études de 
Risseeuw et Takahashi peuvent également conforter cette hypothèse. Il a été observé par 
exemple, que ASK18 n’interagit avec aucune des F-box sélectionnées dans l’étude de Risseeuw. 
Or, cette même protéine SKP1 a interagi avec deux protéines F-box au cours de l’étude de 
Takahashi sachant que les F-box choisies dans ces deux études sont différentes (Risseeuw et al, 
2003 ; Takahashi et al, 2004). Il est possible aussi que l’interaction nécessite la présence d’un 
autre partenaire ou d’un substrat.  
2/ la deuxième hypothèse est que ces 22 OSK ne sont pas actives dans le système double 
hybride. Il est vrai que le double hybride en levure est un outil puissant d’étude des interactions 
protéiques. Toutefois, cette méthode présente aussi des inconvénients. En effet, le mauvais 
repliement de certaines protéines dans le système double hybride en levure peut engendrer une 
suppression de certaines interactions. De plus, l’utilisation de protéines pleine longueur (ORF) 
fusionnées à d’autres domaines (AD ou BD) peut causer un masquage des surfaces 
d’interactions, ce qui provoque l’apparition de « faux négatifs » au cours des tests double 
hybride. L’utilisation de fragments de protéines pourrait y remédier (Hu, 2000 ; Ito et al, 2001). 
D’autre part, les surfaces d’interactions peuvent ne pas être accessibles aux protéines testées en 
double hybride, car parfois des interactions allelostériques, des phosphorylations et des signaux 
d’activations induisant un changement conformationnel des protéines proies et/ou appâts sont 







protéine cible SLR1. Il a été démontré que la phosphorylation de la protéine SLR1 est 
indispensable pour qu’elle puisse interagir avec la protéine F-box (GID2) (Gomi et al, 2004). En 
outre, les protéines proies ou appâts peuvent interagir avec des protéines endogènes de la levure. 
Cette interaction aura pour conséquence de masquer l’interaction réelle entre les protéines testées 
(Hu, 2000).  
 
3/ la troisième hypothèse est que certaines protéines OSK peuvent intervenir dans des 
complexes non-SCF. Chez S. cerevisiae, la protéine SKP1 forme un complexe avec les protéines 
Rav1 et Rav2 et interagit avec l’ATPase-(H+) de la membrane vacuolaire ce qui conduit à 
l’induction par le glucose de l’assemblage de l’holoenzyme V-ATPase (Galan et al 2001). En 
outre, il a été également admis que cette protéine SKP1 intervient dans un complexe 
multiprotéique nommé CBF3 (the Centromere-Binding Factor 3) constitué par les protéines 
NDC10/CTF14/CBF2, CEP3/CBF3b, CTF13 et SKP1. Chez les mammifères, la protéine SKP1 
forme un complexe avec la protéine RING finger Siah-1, SIP et Ebi1 impliqué dans la 
polyubiquitination de la caténine en réponse à des dommages de l’ADN (Seol et al, 2001 ; 
Stemmann et al, 2002, Liu et al, 1999 dans Takhaschi et al, 2004).  
Au vu de la littérature et de nos résultats, nous pouvons donc dire que la technique de double 
hybride présente de nombreux artefacts qui peuvent conduire à l’apparition de « faux négatifs ». 
Afin d’y remédier, il est donc nécessaire de tester les protéines, qui n’ont montré aucune 
interaction en double hybride, avec d’autres systèmes in vivo, tels que le GST-pulldown ou la co-
immunoprécipitation ou avec des systèmes in planta tel que le BiFC (Bimolecular Fluorescent 
Complementation). Chez Arabaidopis thaliana, la technique double hybride à montré ses limites. 
En effet, les études double hybride menées par Kuroda et ses collaborateurs, ont montré que la 
protéine ASK1 n’interagit pas avec la protéine F-box At5g48990 (Kuroda et al, 2002). Or, 
l’interaction entre ces deux protéines a été confirmée par un autre système in vitro le pull-down 
(Andrade et al, 2001). 
 
Dans ce travail et comme cela a été indiqué plus haut dans la discussion, ce sont les 
protéines OSK1 et OSK20 qui ont donné le plus d’interactions en test double hybride. Ces 
protéines présentent de grandes similarités avec les protéines Skr1 et Skr2 chez le nématode, 







l’implication dans la plupart des interactions positives avec les protéines F-box a été démontrée 
(Yamanaka et al, 2002 ; Risseeuw et al, 2003 ; Takahashi et al, 2004). Il a été suggéré que ces 
protéines SKP1 interagissent de manière non-spécifique. Elles ont été nommées par conséquent, 
les composants majeurs du complexe SCF (« Master Components ») (Risseeuw et al, 2003). De 
plus, les auteurs Kong et al, (2004) ainsi que Risseeuw et al (2003)  ont observé que ces 
protéines possèdent la plupart des 26 acides aminés, essentiels à l’interaction avec la protéine F-
box humaine SKP2 (Schulman et al, 2000 ; Zheng et al, 2002). Au cours de notre étude, nous 
avons aligné les séquences constituées des 26 acides aminés clés ou essentiels des protéines 
OSKs, ASK1, ASK2 (Arabidopsis thaliana) et SKP1 humaine (Hs-SKP1). En comparant ces 
séquences, nous avons constaté que parmi toutes les protéines OSK du riz, OSK1 et OSK20 
présentent une forte conservation (23 et 24 acides aminés parmi 26) avec la Hs-SKP1 humaine 
(Figure 32). Cela suggère que les protéines OSK1 et OSK20 auraient une structure et une 
fonction similaire à la (Hs-SKP1) humaine. De plus, les analyses menées par Kong et ses 
collaborateurs sur l’évolution des gènes SKP1 chez différentes espèces animales et végétales 
dont le riz, ont permis de constater que les gènes à évolution lente ont conservé la position des 
acides aminés essentiels (26 acides aminés impliqués dans l’interaction des protéines SKP1 avec 
la sous-unité F-box du complexe SCF). Par contre, les gènes à évolution rapide ou modérés sont 
quant à eux, beaucoup moins conservés, ils présentent de grandes différences avec la Hs-SKP1 
aux positions des acides aminés essentiels. Cela est dû au fait que l’évolution rapide a provoqué 
un remplacement des acides aminés par d’autres dont la fonction biochimique peut être similaire 
ou pas. Ce qui pourrait causer une perte de capacité d’interaction avec les protéines F-box (Kong 
et al, 2004). En outre, l’analyse phylogénétique des gènes OSK et ASK a montré que les gènes à 
évolution lente occupent la base des arbres phylogénétiques (OSK1, OS20, ASK1 et ASK2). Les 
gènes à évolution rapide ou modérée se trouvent quant à eux, au sommet des arbres (tels que 
OSK4, OSK12, OSK13, OSK15, OSK16 et OSK25) (Kong et al, 2007) (Figure 20). Dans notre 
étude, ces 6 gènes OSK ont montré des interactions avec des protéines F-box (Figure 37). Nos 
résultats et ceux décrits dans les études de Kong et al, (2004, 2007), nous poussent à penser que 
ces 6 gènes OSK bien qu’ils aient évolué rapidement, n’ont pas perdu la capacité d’interagir avec 








Concernant les protéines F-box, nous avons constaté le plus grand nombre d’interactions 
avec la F-box (Os02g0260200=Loc Os02g15950) qui appartient au sous-groupe des FBX. Fait 
intéressant, ce gène est homologue à/et appartient au même groupe des gènes orthologues du 
gène Arabidopsis At3g61590 qui s’est avéré interagir en double hybride avec la majorité des 
ASK testées (Takhaschi et al, 2004). Nos résultats et ceux observés dans la littérature présentent 
des similarités, nous pouvons donc suggérer la conservation des gènes F-box (At3g61590 et 
Os02g0260200) entre Arabidopis et le riz, non seulement au niveau séquence, mais aussi au 
niveau de la capacité d’interaction, notamment avec les protéines SKP1. En outre, les études 
menées chez Arabidopsis par Zinnia et ses collaborateurs ont montré que la mutation du gène 
(At3g61590) est responsable de l’apparition d’un phénotype nommé « hawaiian skirt » (hws) 
caractérisé par une perte de la capacité à développer les organes reproductifs (Zinnia et al, 2007). 
Nous pouvons supposer que la protéine F-box Os02g0260200 (FBX) peut jouer un rôle dans la 
régulation de la croissance et du développement de la plante riz. En outre, selon Kong et ses 
collaborateurs, les partenaires protéiques SKP1 et F-box ont évolué ensemble afin de préserver 
les mêmes profils d’expressions ainsi que les interactions protéines-protéines (Kong et al, 2004 ; 
2007). De plus, il a été démontré que les gènes F-box qui, ont acquis au cours de l’évolution des 
plantes terrestres d’importants rôles, survivent aux fortes pressions de sélection alors que les 
nouveaux gènes F-box deviennent rapidement des pseudogènes ou sont perdus (Hua et al, 2011). 
Nous pouvons supposer que les gènes OSK1, OSK20 et FBX (Os02g0260200) ont évolué 
ensemble. De plus, nous pouvons supposer que le gène FBX (Os02g0260200) a survécu aux 
pressions sélectives au cours du temps en acquérant d’importants rôles au sein de la plante.  
 
Parmi les 9 F-box choisies dans notre étude, 5 n’ont montré aucune interaction avec les 
protéines OSK. On peut supposer que ces F-box interviennent dans des complexes non SCF. Il a 
été démontré que la protéine F-box (Elongin A) forme avec les protéines (Elongin B et C) un 
complexe nommé SIII qui intervient dans le processus de l’élongation de la transcription par 
l’ARN polymérase II. En outre, chez C. elegens, la protéine F-box FOG-2 interagit via son motif 
FTH/DUF38 avec la protéine GLD1 et forme ainsi un complexe qui intervient au cours de la 








4. Localisation subcellulaire des protéines OSK et F-box : des 
signaux d’adressage sont-ils présents dans les séquences OSK 
et F-box ? 
 
Comme nous l’avons évoqué plus haut, les interactions (positives ou négatives) que nous 
avons observées doivent être vérifiées par une autre approche indépendante. Parmi les approches 
qui pourraient être appliquées à grande échelle, in vivo mais également in planta : le BIFC 
«Bimolecular Fluorescent Complementation ». Par exemple cette approche a été utilisée pour 
analyser les interactions entre 58 protéines régulatrices du cycle cellulaire chez A. thaliana. En 
effet, l’étude réalisée par Boruc et ses collaborateurs a montré que les techniques du double 
hybride et du BIFC sont complémentaires. Ils ont testé 733 combinaisons avec les deux 
approches. Pour un total de 357 interactions, ils ont détecté 61 (17%) interactions avec les deux 
méthodes et respectivement 280 et 16 interactions exclusivement avec le BIFC et le DH (Boruc 
et al, 2010).  
 
Afin de mettre en place cette approche, nous avons analysé la localisation subcellulaire des 
sous-unités OSK(SKP1) et F-box du complexe SCF. Selon les protéines OSK et F-box étudiées, 
nous avons observé une compartimentation différente au sein de la cellule végétale, ce qui nous 
permet de les classer en catégories : les protéines présentes à la fois dans le cytosol, le noyau et 
le nucléole : FBX (Os02g0260200) ; les protéines nucléaires et cytosoliques : OSK1, OSK13, 
OSK25, OSK20 et ATFBL5, les protéines exclues du noyau, qui ne sont que cytosoliques : 
OSK16 et les protéines localisées uniquement dans le noyau : GID2. 
Il est connu que le pore nucléaire a une masse estimée à 125 MDa, il contrôle les 
échanges nucléo-cytoplasmiques des protéines. Son diamètre permet aux protéines dont la taille 
est inférieure à 50 kDa, de diffuser librement à travers l’enveloppe nucléaire (Connor et al, 
2003). Nous avons constaté que certaines protéines sont compartimentées préférentiellement et 
exclusivement dans un compartiment particulier de la cellule tels que la protéine GID2 dans le 
noyau ou la protéine OSK16 dans le cytosol. Ces protéines semblent présenter des signaux 







Les protéines chimères YFP-OSK16 et YFP-OSK25 sont de petite taille (41,26 kDa et 
41,35 kDa respectivement) donc elles pourraient facilement diffuser passivement vers le noyau. 
Or, elles sont peu présentes dans ce compartiment. Il est donc envisageable que ces deux 
protéines possèdent dans leurs séquences des signaux ou motifs de type NES (Nuclear Export 
Signal) qui leur permettent de sortir du noyau où leur présence ne serait pas utile. Les NES sont 
connues pour être des séquences riches en leucine de type (ɸ-x 2–3- ɸ x 2–3- ɸ x- ɸ  avec ɸ : L, I, 
V, F, M et x n’importe quel acide aminé) (Kutay et Guttinger, 2005). Une grande variété de 
séquences NES a été identifiée (Fornerod, et Ohno, 2002 ; Engelsma, et al, 2004 dans Kutay et 
Guttinger, 2005). La présence d’acides aminés tels que la leucine ou l’isoleucine constitue la 
signature la plus importante de ce signal. Les acides aminés qui séparent ces derniers sont en 
général chargés négativement, polaires ou de petites tailles (Kutay et Guttinger, 2005). Nous 
avons analysé les séquences protéiques de OSK16 et OSK25, à l’aide du logiciel Expasy 
(http://expasy.org/tools). La protéine OSK 25  semble présenter en C-terminal un motif de type 
LxxLxL. Par contre, concernant la protéine OSK 16 on ne detecte pas clairement un motif NES 
dans la séquence primaire et d’ailleurs ceci peut etre mis en lien avec nos résultats de localistaion 
sub-cellulaire (Annexe 11). Afin de s’assurer de la présence de ce motif NES, nous pourrions par 
exemple le muter afin de vérifier si la protéine va s’accumuler dans le noyau. Il a été observé que 
la mutation du motif NES de l’inhibiteur p27 (joue un rôle important dans la régulation de la 
progression du cycle cellulaire G1) conduit entre autre à une réduction de l’export nucléaire de 
cet inhibiteur (Connor et al, 2003). En outre, nous pourrions utiliser un inhibiteur de la protéine 
CRM1/exportin1 (Chromosomal Region Maintenance 1). Cette protéine joue un rôle 
considérable dans la régulation de l’export nucléaire des protéines (Kutay et al, 2005). En effet, 
l’exportine permet d’exporter hors du noyau les protéines qui possèdent un motif NES 
fonctionnel. Il a été observé que la CRM1/exportin1 est le récepteur des motifs NES chez les 
eucaryotes supérieurs et inférieurs (Kudo et al, 1999). Nous pourrions par exemple utiliser 
comme inhibiteur la leptomycine B (LMB). Il a été démontré que la LMB s’associe au résidu 
cystéine de la CRM1, ce qui conduit à son inactivation. En outre, on pourrait aussi utiliser un 
autre inhibiteur tel que le NEM (N-ethylmaleimide). Il a été observé que la fonction de la 
protéine CRM1 est bloquée par le NEM, suite à l’association de cet inhibiteur de façon covalente 








Contrairement aux protéines, OSK1, OSK13, OSK25, OSK20 et ATFBL5, la protéine YFP-
GID2 se trouve localisée exclusivement dans le noyau. Ce résultat concorde parfaitement avec 
celui obtenu par Gomi et ses collaborateurs chez le riz (Gomi et al, 2004). Cette localisation 
n’est pas surprenante car elle est en accord avec la fonction connue de GID2 qui, à travers le 
complexe SCFGID2, va reconnaitre la protéine DELLA (SLR1 chez le riz) qui sera dégradée par 
le protéasome 26S. Les protéines DELLA sont des protéines conservées qui agissent en tant que 
régulateur négatif de la signalisation de la gibbérelline (GA). Les études menées par Itoh ont 
monté que la protéine SLR1 se trouve elle aussi localisée dans le noyau (Itoh et al, 2002). La 
similarité de la localisation intracellulaire des protéines GID2 et SLR1 indique que la 
dégradation de cette dernière par le complexe SCFGID2 se fait dans le noyau (Gomi et al, 2004). 
En outre, il a été identifié chez les protéines DELLA un signal d’import au noyau nommé NLS 
« Nuclear Localization Signal » (Sun et Gubler, 2004). Vu la similarité de localisation des 
protéines GID2 et DELLA, nous pouvons supposer la présence d’un signal NLS également chez 
la protéine F-box GID2. Le NLS permet le transport des protéines nucléaires dans le noyau. En 
effet, il a été observé qu’une délétion du NLS conduit à une perturbation de l’import des 
protéines vers le noyau. En outre, la fusion du NLS aux protéines non nucléaires induit leur 
importation dans le noyau (Tinland et al, 1992 ; Moede et al, 1999 dans Cokol et al, 2000). 
Le NLS ne fait pas partie d’une séquence canonique, il s’agit d’une séquence riche en résidus 
chargés positivement (acides aminés basiques) qui sont essentiels à l’interaction du NLS avec 
l’importine (Cokol et al, 2000). Le complexe protéique NLS/importine va être activement 
transporté vers le noyau à travers le pore nucléaire via une GTPase (Cokol et al, 2000). Une 
mutagenèse dirigée du motif NLS potentiel de GID2 nous permettrait de mieux caractériser cette 
sous-unité. Les études réalisées par Jiang et ses collaborateurs chez le riz, ont permis de montrer 
que la mutation des acides aminés basiques du NLS du signalosome COP1 (E3 de type RING 
intervenant dans la photomorphogenèse.) engendre une perturbation de l’activité du NLS (Jiang 
et al, 2001). En double hybride, nous avons constaté que GID2 a interagi notamment avec les 
protéines OSK1, OSK20 et OSK13 qui sont des protéines nucléaires et cytosoliques ; nous 
pouvons donc supposer que ces protéines OSK forment avec GID2 un complexe SCF qui 







En outre, nous avons constaté que seule la protéine FBX (Os02g0260200) est présente à la 
fois dans le cytosol, le noyau et le nucléole. Ceci n’est pas surprenant puisqu’elle a interagi avec 
la majorité des protéines OSK testées. Ainsi, les études de localisation nous permettent de 
compléter les études d’interactions réalisées en double hybride dans la levure, au cours de cette 
thèse. On peut supposer que la protéine FBX intervient dans des complexes SCF, à la fois dans le 
noyau et le cytosol. Par ailleurs, on sait que la fonction d'une protéine est liée à son organisation 
spatiale. Notre étude de localisation subcellulaire nous permet donc de suggérer que la 
compartimentation des protéines OSK et F-box est en relation avec la localisation de la protéine 
cible à dégrader. On peut citer l’exemple du complexe SCFGID2 qui interagit directement avec la 
protéine SLR1 qui est localisée comme la F-box GID2 dans le noyau (Gomi et al, 2004).  
Malheureusement, faute de temps, nous n’avons pas pu mettre en place les interactions par 
BiFC pour étendre l’analyse double hybride. Néanmoins, les constructions des vecteurs étant 
achevées et les conditions de transformation étant mises en place, les tests pourraient être réalisés 
aisément. 
 
5. Conclusion: OSK1 et OSK20 sont-ils les membres ou les 
composants majeurs du complexe SCF chez le riz ? 
 
En résumé, les analyses structurales, phylogénétiques et d’expression menées au cours de 
ce travail de thèse, nous ont permis de classer les gènes SKP1 en quatre sous-classes : 1ère sous-
classe  :  SKP1 à intron unique conservé ; 2ème sous-classe  :  SKP1 à unique intron non conservé 
; la 3ème sous-classe  : SKP1 sans intron et la 4ème sous-classe  : SKP1 à plusieurs introns 
(Tableau 10). Il a été démontré que la présence de l’intron unique conservé représente un 
caractère plésiomorphe ou ancestral alors que la présence de l’intron unique non conservé 
démontre une acquisition par les gènes SKP1 de l’intron de manière indépendante durant 
l’évolution (Kong et al, 2004). Les gènes sans introns ont dérivé quant à eux, à partir des gènes à 
introns par rétroposition (Kong et al, 2007). En compilant l’ensemble des données publiques 
disponibles (expériences microarrays), les résultats décrits dans la littérature et les résultats du 







1/ Les membres ancestraux des gènes SKP1 (1ère sous-classe) sont ceux qui présentent 
deux exons dont le premier est de longueur variable alors que le deuxième est de longueur 
constante (174 bp (58 aa)). Ces gènes à caractère ancestral possèdent un intron unique en 
position conservé. Au cours de notre étude, 40 présumés gènes à intron unique conservé ont été 
identifiés chez des plantes monocotylédones, dicotylédones et la mousse, Physcomitrella patens. 
2/ Les membres ancestraux des gènes SKP1 sont exprimés fortement et largement dans les 
divers tissus de la plante.  
3/ Les membres ancestraux seraient capables d’interagir avec la majorité des protéines F-
box. Ils participeraient à la formation de la plupart des complexes SCF chez les plantes.  
En se basant sur ces données, nous pouvons suggérer que chez le riz, les gènes OSK1 et OSK20 
sont fonctionnellement équivalents aux gènes ASK1 et ASK2 chez Arabidopsis thaliana nommés 
dans la littérature comme étant les composants majeurs du complexe SCF. En outre, dans ce 
travail de thèse, nous suggérons l’existence de 38 autres orthologues fonctionnels appartenant à 
15 autres plantes différentes (Tableau 11). 
 
 














Il existe plusieurs familles d’E3 ligases qui peuvent être classées selon leur caractère 
monomérique ou multimérique. Elles jouent un rôle principal dans la reconnaissance des 
protéines cibles. Les E3 ligases interviennent dans un grand nombre de processus tels que la 
réponse aux hormones, les rythmes circadiens, la floraison et le développement floral. Le 
complexe SCF est l’E3 ligase multimérique la mieux caractérisée. Elle est constituée de quatre 
sous-unités protéiques : Rbx1, Cullin1, Skp1 et F-box. Les études cristallographiques menées 
chez l’Homme ont permis de montrer que la protéine Skp1 joue essentiellement un rôle 
d’adaptateur entre la protéine F-box qui va recruter les protéines cibles et la protéine Culline1 
qui joue un rôle de charpente au sein du complexe SCF. Chez les plantes, la protéine Skp1 joue 
un rôle essentiel dans les voies de signalisation hormonales, le développement floral et végétatif 
et en réponse à la lumière. En outre, plusieurs organismes présentent un seul gène SKP1 
fonctionnel alors que d’autres en possèdent plusieurs. Chez le riz, 32 gènes « SKP1-like » ont été 
identifiés.  
Mes travaux de thèse se sont inscrits dans la démarche de l’équipe (UMR GDEC) qui mène 
un programme de recherche fondamentale. L’objectif principal de ce travail de thèse était de 
réaliser une analyse systématique de la capacité d’interaction de l’ensemble des protéines OSKs 
du génome du riz, plante modèle des monocotylédones. Les résultats présentés dans ce manuscrit 
permettent de caractériser les interactions entre les protéines OSKs (SKP1) et un certain nombre 
de partenaires protéiques F-box chez le riz. En outre, ce travail de thèse à contribué à approfondir 
nos connaissances sur l’organisation structurale des gènes SKP1. Par ailleurs, nos travaux nous 
ont également permis de mettre en évidence le profil d’expression des gènes SKP1 chez le riz, 
grâce à l’exploitation des données publiques normalisées d’expériences microarray Affymetrix.  
A l’issue de ce travail de thèse, les analyses structurales, phylogénétiques et d’expression 
nous ont permis de mettre en évidence quatre sous-classes de gènes SKP1 parmi lesquelles on 
distingue la sous-classe des  gènes SKP1 à intron unique conservé. L’analyse globale des 288 
gènes SKP1 appartenant aux 17 espèces étudiées, a permis d’identifier au moins 1 gène SKP1 à 
intron unique conservé chez chacune des espèces étudiées. Chez le riz, seuls les gènes OSK1 et 
OSK20 sont à intron unique conservé. Nous avons également constaté que le nombre de gènes 
SKP1 sans introns sont majoritaires, suggérant un phénomène actif de rétroposition. Il serait 
donc intéressant d’analyser l’environnement génomique de chacun des gènes SKP1 chez chaque 
espèce dont le génome est séquencé, afin d’identifier les rétro-gènes (pseudo-gènes). On se 
 





baserait dans cette étude, sur la présence dans les gènes sans introns, de signatures spécifiques 
des rétro-séquences notamment la séquence poly (A) ainsi que les répétitions directes aux 
extrémités 3’ et 5’. 
En outre, l’alignement multiple des séquences nucléotidiques et protéiques des 40 gènes 
SKP1 à unique intron conservé a révélé que la taille de l’exon 1 varie de 198 à 363 pb alors que 
la taille de l’exon 2 est toujours de 174 pb (soit 58 aa). Il a été suggéré que les gènes à intron 
conservé sont beaucoup plus représentés chez les gènes orthologues que chez les gènes non-
orthologues. Il serait intéressant de déterminer pour chacun des gènes SKP1 étudiés dans ce 
travail de thèse, le score IPC (Intron Position Conservation) afin de discriminer les gènes 
orthologues des non-orthologues (Henricson et al, 2010).  
D’autre part, dans le but d’analyser le profil d’expression des gènes OSK, nous avons 
recensé le nombre d’EST des gènes OSK. Nous avons également exploité les données massives 
issues des analyses du transcriptome du riz (les microarrays) afin de réaliser une méta-analyse de 
l’expression des gènes OSK. La recherche au niveau des données des banques d’EST "Expressed 
Sequence Tags" nous a permis de constater que ce sont les gènes OSK1 et OSK20 qui sont les 
plus fortement exprimés parmi l’ensemble des 31 gènes OSK du riz. En outre, la méta-analyse 
nous a permis d’observer que les gènes OSK présentent des profils d'expression différents dans 
24 tissus ou organes. Nous avons constaté que certains gènes OSK s’expriment largement et 
fortement tel est le cas des gènes OSK1 et OSK20 supposant une action pléiotropique. Il serait 
donc intéressant de déterminer la répartition spatiale et tissulaire de l’expression des gènes OSK1 
et OSK20. Nous pourrions par exemple utiliser la technique d’hybridation in situ. Il s’agit d’une 
technique qui permet de détecter l'expression d’un ARNm grâce à l’hybridation d’une sonde 
spécifique complémentaire dans un tissu donné. L’intérêt majeur de l’hybridation in situ est 
qu’elle s'effectue sur une coupe histologique de tissu, apportant ainsi des informations précises 
sur la localisation des acides nucléiques étudiés.  
Nous avons également réalisé un double hybride dans la levure afin de constater les 
interactions protéiques entre les deux sous-unités Skp1 et F-box du complexe SCF chez le riz. 
Parmi les trente protéines OSK examinées, seules huit d’entre elles (OSK1, OSK4, OSK12, 
OSK13, OSK15, OSK16, OSK20 et OSK25) interagissent avec au moins une protéine F-box. En 
récapitulatif, nous avons constaté que les interactions sont sélectives et distinctives entre 
l’ensemble des protéines OSK du génome du riz. Nous avons noté que les protéines OSK1 et 
 





OSK20 interagissent avec la plupart des protéines F-box testées. De plus, nous avons constaté 
qu’aucune interaction protéique n’a été observée entre les protéines F-box testées et 22 protéines 
OSK. Il serait donc intéressant de tester d’autres F-box pour vérifier et rechercher les partenaires 
F-box éventuels des 22 protéines OSK qui n’ont montré aucune interaction protéique dans ce 
travail de thèse. Il est également nécessaire de confirmer les interactions observées par d’autres 
techniques tel que le BIFC (in planta). Le BIFC (Bimolecular Fluorescent Complementation) est 
une technique basée sur la complémentation de deux fragments non fluorescents d'une protéine 
fluorescente. Les caractéristiques principales du BiFC se rapportent à son irréversibilité, sa 
sensibilité de détection, son utilisation dans un contexte cellulaire et sa visualisation simple et 
directe. Au cours de ce travail de thèse, dans le but de mettre en place cette approche, nous avons 
analysé la localisation subcellulaire des sous-unités OSK et F-box du complexe SCF. Cette étude 
de localisation est déjà un indice pour faire un premier choix entre les couples à tester en BIFC. 
En outre, il serait aussi intéressant d’utiliser les protéines F-box (GID2, FBX, ATFBL5 et FBK) 
comme appât pour cribler des banques double-hybride, ce qui conduirait à l’identification de 
partenaires protéiques cibles (substrats). Par ailleurs, nous pourrions réaliser une caractérisation 
moléculaire et biochimique des autres sous-unités du complexe SCF chez le riz (Rbx1 et 
Culline1). La caractérisation des interactions entre les protéines OSK et les 3 sous-unités du 
complexe, nous permettrait de reconstituer des complexes SCF, ce qui représente une étape 
nécessaire à la compréhension du rôle joué par ces deniers chez le riz. 
 
Nous avons constaté que la majorité des interactions protéiques ont été observées avec la 
protéine F-box FBX (Os02g0260200). Nous avons noté que ce gène appartient au même groupe 
des gènes orthologues du gène At3g61590 chez Arabidopsis. Nous avons supposé que la protéine 
FBX pourrait jouer un rôle dans la régulation de la croissance et du développement de la plante 
riz vu que son orthologue chez Arabidopsis intervient dans le développement des organes 
végétatifs. Nous pourrions par exemple orienter des analyses fonctionnelles de ce gène chez le 
riz, en focalisant nos études essentiellement sur son rôle éventuel dans le phénomène de floraison 
chez le riz. Dans ce cas, l’orthologie ne serait pas suspectée uniquement sur la base de proximité 
de séquences et de colinéraité, mais également sur la conservation de propriétés d’intéractions 
protéine-protéine.   
 





Au vu de la littérature et de nos résultats, nous avons suggéré que les gènes OSK1 et OSK20 sont 
fonctionnellement équivalents aux gènes ASK1 et ASK2 chez Arabidopsis thaliana nommés dans 
la littérature comme étant les composants majeurs du complexe SCF. Notre étude nous a permis 
d’identifier 38 autres orthologues fonctionnels potentiels appartenant à 15 autres plantes 
différentes. Il serait alors important de réaliser une analyse systématique de la capacité 
d’interaction des 38 SKP1 orthologues identifiées au cours de notre étude avec différentes 
protéines F-box. Mais ce travail nécessiterait de mettre en place des capacités d’analyse des 
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Annexe 1 : Les séquences nucléotidiques des OSKs 
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OSK2: CDS (663pb) 
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OSK14 : CDS (306pb) 
































 OSK17: CDS (603pb) 













































































 OSK19: CDS (537pb) 









 OSK20 : CDS  (528pb) 









 OSK21: CDS (573pb) 









OSK22: CDS (525pb) 









 OSK23: CDS (741pb) 












OSK24: CDS (474 pb)  
























OSK26: CDS (666pb)  
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Annexe 2 : Les séquences protéiques des OSKs 
 
OSK1. Poids moléculaire:  19353.7 KDa                                                                               
M A A E G E K K M I T L K S S D G E E F E V E E P V A M E S Q T I R H M I E D D C A D N G I P L P N V N S K I L S K V I E Y C 
N K H V H A A A A A A S K A A D D A A S A A A A V P P P S G E D L K N W D A D F V K V D Q A T L F D L I L A A N Y L N I K 
G L L D L T C Q T V A D M I K G K T P E E I R K T F N I K N D F T P E E E E E I R R E N Q W A F E Stop 
 
OSK2.  Poids moléculaire 24330.1 KDa 
M A S T T A A A E D H K G K R P L P P E E A D E A A A A P P P A A A E E E G E K L V L V S D D G V E V L A S V A A A R V S K 
T L R G M I E D E C A T G A I P I A G V H S D V L A L L V E Y C E R H A P H Y D P E A S D R D R Y P F P P F P V E L P P T A S S 
I K P V T F V D P D A D P H G L K A F D K K F L D V D N S T L F E I I M A A N Y L N I E E L L D D A C T A V A D K M R G K K 
P E E I R D I F E I E N D Y T P E Q E A E V R R E N A W A F E D Stop 
 
OSK3. Poids moléculaire: 21353.6 KDa 
M A G K A A K A T A T N A N N N G G G G Y I R T V T L R G F D G I R V R V S A A T M A A A S A T A R A R L D E A I R R T P 
R H A A V P D D V L I N V P G V A R P V L A R V A D Y C D R H Y G G G G G G E G G E F A A P E G Y G F D D P L A R F D D E 
L M D G A D V G T V V D L L R A A A F L R V E R L A D L A S R E V A A C M R G R T V E G I R Q V F G I A N D Y T D E E E Q 
D V R K E N S W A F D A Y N D Stop 
 
OSK4. Poids moléculaire:18337.4 KDa 
M A A A N D G A D A G D S K I L L I S S D G Q H F Q V T E A E A S M S K L V S N M I E D D C T E N G V P L P N V A S N V L A 
K V L D Y C K K H A A A A A A A A E D V A V K D Q E L K S F D A S F I D V D N T M L F G L I L A A N Y L N V P S L L D L A 
C Q H T A D L I K G K T V Q E I R D T F G I V N D F T P E E E E E I R K E N E W A F E N Stop 
 
OSK5. Poids moléculaire: 18294.5 KDa 
M A A V K E G A D A G D S K I L L I S S D G Q H F Q V T E A E A S M S K L V S N M I E D G C T E N G V P L P N V A S N V L A 
K V L E Y C K K H A A A A A A E D V A V K D Q E L K S F D A S F I D V D N T M L F N L I L A A N Y L N V P S L L D L A C Q H 
T A D L I K G K T V Q E I R D M F G I V N D F T P E E E E E I R K E N E W A F E N Stop 
 
OSK6. Poids moléculaire: 18299.5 KDa 
M A A E K K E V A D A A A G S G S D T I L L I S S D G E H F N V P S A A A S L S Q L V S N M I E D D C T T N G V P L P N V A S 
K V L A K V I E Y C I K H A A A G E E E E K D L K S F D A E F I D V D K N M L Y D L L L A S N F M N I K S L L D L C C Q H T 
A N L I K G K S P E Q I R K E F G I K N D F T P E E E E E I R K E N T W A F E Stop 
 
OSK7. Poids moléculaire: 17895.4 KDa 
M A A A D G T T G E E V K K T I D L V S K D G E R F E V A R D A A L L C K T L R W M I K G G Y G R I P L P N V A S P I L A R 
V V D Y L A R H A A A A A A M D D D G L D R F D R D F L A G V D Q D T L F D L L L A A N Y L Q A D G L L D L A C K K V A 
A M M T G K S P E Q M R E I F H I V N D L T P E E E K E I R E D I A W A L N Stop 
 
OSK8. Poids moléculaire: 17895.4 KDa 
M A A A D G T T G E E V K K T I D L V S K D G E R F E V A R D A A L L C K T L R W M I K G G Y G R I P L P N V A S P I L A R 
V V D Y L A R H A A A A A A M D D D G L D R F D R D F L A G V D Q D T L F D L L L A A N Y L Q A D G L L D L A C K K V A 
A M M T G K S P E Q M R E I F H I V N D L T P E E E K E I R E D I A W A L N Stop 
 
OSK9. Poids moléculaire: 17709.0 KDa 
M A A D K K E V A D D T I L L I S S D G E H F N V P S A A A S L S Q L V S N M I E N D C T T N G V P L P N V A S K V L A K V I 
E Y C V K H A A A A E D E E K E L K S F D A E F M I D V D K N M L Y G L L L A S N F L N I K S L L D L C C Q H T A N L I K G 
K S P E Q I R K E F G I K N D F T P E E E E I R K E N T W A F E Stop 
 
OSK10. Poids moléculaire: 22880.0 KDa 
M S S W H L I G N Q S P N V G R L R D R S A S E F A V D Q F R H L S A R V T S S M A A A A E E K N K K M I K V I S S D G E A 
F E M T E A A A S M S R I L L H M I E D G C T G D G G A G I T L P N V A G S A L A K V I E Y C T K H A I A A A E G S S S S R K 
A K E E L K K F D V E F M E V G I D M L Y D L I M A A N F M G V E G L L S L A A Q R T A E L I K G K S P E Q I R E M F G I K 
N D H T P E E E E Q I R K E Y E W A F Stop 
 
OSK11. Poids moléculaire: 15880.0 KDa 
M A A A E E K K K K K M I K V M S S D G E T F E M T E A A A S M T A A P T A A P A S L S K I I E Y C T K H A A V E G R S T A 
A A E L K R F D E E L I D V D T D T L Y H L L M A G N L M G V E G V L E L A V Q R T A E L I R G K S P E E I R D T F K I A N D 
F T P E E E E I I K E N A W A L Q Stop 
 
OSK12. Poids moléculaire: 18572.9 KDa 
M A A S A A A A D G A A D G E K M I L L I S S D G A K F E L S E A A A S L S K T L G N M I E D D C A T N G A I P L A N V A S 
D I L A K V V E Y C N K H A A A T A T A T A A A K A S G E E E L S K F D A E F V S V D R K K L F G L I N A A N F L N M P C L 
L E L T C Q R A A D L I K D M M P E Q V R E V F G I E N D F T P E E E A E V R N E N A W A Y E M Stop 
 
OSK13. Poids moléculaire: 18350.8 KDa 
M A S A A V A A D G A A D G K K M I L L V S S D G V K F E L S E A A A S L S K T L G N M I E D D C A T N G A I P L A N V A A 
D I L A M V V E Y C N R H A A A A A N A S G Q E E L I R K F D A E F V N I D R K K L F G L I N A A N F L N M P C L L E L T C 
Q R T A D L I K D M M P E Q V R E V F G I E N D F T P E E E A E V R N E N A W A Y E M Stop 
 
OSK14. Poids moléculaire: 11255.4 KDa 
M A A A A E G E K K M I T L K S S D G E E F E V E A V G M E S Q T I R H M I E D K C A D N G I P L P N V N S K I L S K V I E Y 







OSK15. Poids moléculaire: 18982.2 KDa 
M A A T A D N G E K M I L L I S S D G E R F E L S E A A A S Q S K T L S H M I E D D C T D N G V P L P N V T A V V L A K V V 
E Y F K K H A A V T P K P A T E A V A A D K A K R E E E L K S F D A E F V D V D R T M V F E L I L A A N F L N A Q D L L D L 
T C Q H A A D L I K D M S V E E V R E V F N I T N D F T P E E E A E V R K E N A W A F D N Stop 
 
OSK16. Poids moléculaire:  18963.3 KDa 
M A A A A A E A T T D G G G K M I I L I S A D G K R F E V T E A V A S Q S Q L I S N M I E D D C T E N G V R L P N V D G D I L 
T M V V D Y C N M H A G D A A A A G D T M K A S S T E E E L K K F D A E L V Q A L E N P V L F K L I L A A N F L N I K S L L 
D M T C Q R V A D M M S G K T P E Q M R E T F S I E N D F T P E E E A A I R Q E N A W A F D D Stop 
 
OSK17. Poids moléculaire: 16350.9 KDa 
M A A G K G K G K E G E C D M A A A A A E A E K K G E G S T V S R G A A G E R V V E D S G G G R R T I H L K S K D G K Q 
H D V T E A S A R L S K T I A G M I L A G G G G G G A D Q C I P T P D I D H D T L R V V M Q Y C D K H A A D D A D E E D L K 
E W D E D F V D E L D Q D A L F D V I A A A N Y L D I D G L L D L T C K R V A D T I K G K T P E E I R K E F N I V N D L S K E 
E E E E I R R E N P W A F E Q Stop 
 
OSK19. Poids moléculaire:  20038.0 KDa 
M E G E D A V V P E A V A A D A E K A E E K E S G S R M I T L K S N E G K A F V V T E V S A R Q S T T I G H M I D D D C T R 
E A V P L P N V D S K T L E K V I E Y F D E H A N N K A D T D D E K A A L D K F D K D F I G E L D G D K A F L F H V T M A A 
N Y L H A Q G L L D L T T Q C I A D T I K G K T P E E I R T A F N I A Y D L T E E D Q E E I K E E D A W A F Stop 
 
OSK20. Poids moléculaire:  19482.0 KDa 
M A A E A E T K A M I T L R S C E G Q V F E V A E A V A M E S Q T I R H M I E D K C A D T G I P L P N V S A K I L S K V I E Y 
C S K H V E A R G G A A A A A D G D A P A P A A V E A N K A V E D E L K T F D A E F V K V D Q S T L F D L I L A A N Y L N I 
K G L L D L T C Q T V A D M I K G K T P E E I R K T F N I K N D F T P E E E E E V R R E N Q W A F E Stop 
 
OSK21. Poids moléculaire: 21364.1 KDa 
M E A D K S G E G E K A G G K T I S F R C S D G Q A F H M P V A A A M L S T A I R K M F D K Y P S I D H G G V I E L P H Q I S 
S G I F P K V K E Y C T K H A K V D D K G N P T V S T N T G A A A A A S S S S T D D E E E D L K N W D K E F V N M E V K P L 
H D L L L V A H L L D I K G L F H I T C R K V A D M L K G K T S E E M R Q I L N I R N D F T E E E D K A I K E Q N P W V F P D 
P E Stop 
 
OSK22. Poids moléculaire:  19033.1 KDa 
M A T G S G A A A A A A A D A E E K E S G S R M I T L T S N E G K A F V V T E A S A R Q S A T I R S M V D D G G C V D K G 
F P L P N V D S K T L A R V I Q Y C D E H G N K E P H T V D E R A A L A K F D R D F I A E L D A D K A F L Y D V T M A A N Y 
L H I Q G L L A L T T Q C V A D T I K G K T P E E I R T A F G I E Y D L T A Q D E K E I K E E D T H A Stop 
 
OSK23. Poids moléculaire: 27241.8 KDa 
M A A A A A A A A E E E E E K E S G S S R M I T L K S N D E K L V E V T E A S A R Q S R A I A N L I D D G C A D V I P L P N V 
D S K T L A K V I P Y C D E H G R A N S G T D E E R A A L G R F D A D F V G E L D K D K A S L I D V I M A A N Y L N I Q G L 
L D I T C Q R V A D T I G S A T A E K I R E A F D I E D D L T E A E K K E I R E E N A W A F D G I P C L L V G I W F D G G I P I 
Q E I R L Q I C N I S Q W S V L D R S G N A F P A R E F A L G A S L V L L A W I V V R I E L R M G K K H R C D F I Stop 
 
OSK24. Poids moléculaire: 17160.5 KDa 
M A A A A A G A A A A P S R L M L R F R D G E L R F A A T D D A L R V P L G Y A I G A P F I R N E R I F R L L D E Y A R T H 
A R G G G A D A V A N I A A W D R D F M A R E V T D T V T L Y D L F V G A T A L G I D G L S D L C A Q M T A D A V K G R P 
V G E V K A L L G I T D V G M T Q E E E L K L Q Q D N D A I L Y L R Stop 
 
 
OSK25. Poids moléculaire: 19052.3 KDa 
M A A T A D N G E K M I L L I S S D G E R F E L S E A A A S Q S K T L S H M I E D D C T D N G V P L P N V T A V V L V K V V 
E Y F K K H A A V T P K P A T E A V V A D K A K R E E E L K S F D A E F V D V D R T M L F E L I L A A N F L N A Q D L L D L 
T C Q H A A D L I K D M S V E E V R E V F N I T N D F T P E E E A E V R K E N A W A F D N Stop 
 
OSK26. Poids moléculaire: 24654.4 KDa 
M A E E K G K A V M P M E V D Q V E D E R E A E T V V E A V Q K A V Y D A L E K V E M M E E E G E A A V A E A A D K L L 
E E A V E K A V T E A L E E A G W D A A E K A L S D D L E K V S L E A E S A R M I T L E S S D G E V V K V K E A S A R L S K 
T I G N I I D D G R G D E A I P L P D V S Y K T L K K V V E Y C D K H A D E K S D T D E Q K E E L K N W D K A F I D E L A E D 
D D S L V K V I M A S N Y L K I D G L H N L A S Q C K T T R E Q I G K A Stop 
 
OSK27. Poids moléculaire 28658.1 KDa 
M A S K A A G I L V V P G A V G V G N A L L E A F A K V A V E K K D E V A T V S E L V R K L V S E G V A E E V A V T E A L 
E H P V F D S P E K V V P E V A E E E E S G G R M I T L K S L D G K T V K V K E A S A R L S E T I G N L I D D G R R R G D E T 
I P R L F V S Y K A L M K V I E Y C D E H A N N K A D T D E R K E E L K N W D K A F I D K L D E D N I L F V E V L A A S N Y 
L K I T G L S K L T D Q R F V D P F N T S N K T P D A E E T R V N L I P A N T S A T A S T S R P S T S T S S P S T S T S A S H S A 
T R R G R G R R R H Stop 
 
OSK28. Poids moléculaire: 28435.5 KDa 
M Q R P P R R R R R T R L R L R A A P L T R T R E P A A I Y R R P H L L P A I A K V I S F R E R A R E R E R E R V R V S Q V M 
A T G N G E A A V V E K E G E G T M V P E A L E K K V V L D A A E K E E E E K D S E A E A E A E A R I S K L V G D M I D N 
V C A D H G I P L P K V D I K T V R K M A E Y M N K H F A I T N K E E L K I W D E G F I N E L D G D E D K Y S L F K I I R A S 
E R V G F Y G L L D L A S D M V A R K I K A G K A I D E I R K F L G V E K D F T K E E E E K I R R E N A W A F E E Stop 
 







M K H A F P S K E T R D P T K T D S D S D P A V L L P N V T A I V L A K V V E Y F N K H A A V N P K A S A T D S S T K T S A 
P K A S K E E L K S F D A K F V N V D K T M L V G L I L A A N Y L N V K D L L D L T C Q H A V D L I K D M T L E Q V R E V F 
N I V N D F T L Stop 
 
OSK31. Poids moléculaire:  36031.3 KDa 
M W G Q R R R G G S G G G G R A V Q G Q A R A A A R Q G C A G A G A S G G W V P S G G G F S P L S H P G A E E A V L R C 
C S A P D G D V D L G N G K V R D G D G E V G A G G E R E Q Q P P S A P C R K A E G A V G E G R R S R Y H R A G E G R S S 
R R H A K K G E Q Q P L P P F S D H H A G D N G I P I P N V A D N V I A K R Y C M K H A T L S S G T G D M K A M H E D E L K 
K F D R V F I K V D N D T L R R L I S A A N V M G V K G L I D L A C Q R V A D M L K A K R L K K M R Q T S G I N N H V R E 
G E D P Q K Y Y T T V Y H S N Q K A D I M M T L T C R G F P N R R G P G Y R A P A E V T E V F I L P Y P R G K P G N R G N R 
T V T G G K N P N Y N K E G G S G R A V E E Y N D D V Stop 
 
OSK31. Poids moléculaire: 39682.6 KDa 
M S E S E L A V I K P E A L K S Y I W L Q C F D G S I Q Q V E E E V A M F C P M I C R E I V K N G T G S S K N H A I A L P E R 
V N P T S L S L I L D Y C R F H Q V P G R S N K E R K S F D E K F V R I D T E R L C E L T S A A D S L Q L K P L V D L T S R A L 
A R I I E G K T P E E I R D I F H L P D D L T E E E K L E P L K N I N D D P R I R L L N R L Y A K K R K E L Q E R Q K L K D V Q 
V Q E E Q K D E R S L D E I L C F I N G D G G S G G G K A S K N K K K N K R R K D H S K N P P K A N P E P V N K E E A T R G 
V P F N A G T G N I S R T P C Q S S D V Q D D V E Y P F E D A D L D D G L D P A M Q E E L D R E V E D F A R R L N S V W P E 








Annexe 3: Nature du domaine présent dans l’extrémité C-terminal des séquences F-box  
déterminée en utilisant le logiciel Interproscan 
 


























































































































































Annexe. 4 : Analyse d’homologie via un BlastX sur la base de données du NCBI 
 
BlastX : At3g61590 (Arabidopsis thaliana) et FBX (Os02g0260200) 
 
GENE ID:4328935 Os02g0260200 | Os02g0260200 [Oryza sativa Japonica Group] 
(10 or fewer PubMed links) 
 
 Score = 461 bits (1186),  Expect = 3e-159 
 Identities = 226/411 (55%), Positives = 299/411 (73%), Gaps = 19/411 (5%) 
 Frame = +1 
 
Query  19    WTNYPYSYI--TYVPEAESYREQSDDEAKVETFSMDSLLPDDLLERILSFLPIASIFRAG  192 
             W  YP S+I    +       +  DD++     SMD++LPDDLLE++LSFLP+AS+ R+G 
Sbjct  9     WELYPSSFIGAQVIDYGHVSGDMDDDQSGDLAVSMDAVLPDDLLEKVLSFLPVASVIRSG  68 
 
Query  193   TVCKRWNEIVSSRRFLCNFSNNSVSQRPWYFMFTTTDDP-SGYAYDPIIRKWYSFDLPCI  369 
             +VCKRW+EIV +RR      +  V Q+PWYFMFT +++  SG+ YDP +RKWY FD PCI 
Sbjct  69    SVCKRWHEIVHARR---QTWSKMVPQKPWYFMFTCSEEAVSGFTYDPSLRKWYGFDFPCI  125 
 
Query  370   ETSNWFVASSCGLVCFMDNDCRNKIYVSNPITKQWRTLIEPPGHKSTDYTAMSTSvnran  549 
             E + W ++SS GLVC MD++ R++I V NPITK W+ L++ PG KS DY+A++ SV R + 
Sbjct  126   EKTTWSISSSSGLVCLMDSEDRSRIIVCNPITKDWKRLVDAPGGKSADYSALAISVTRTS  185 
 
Query  550   qavnranrSYSVSIVKSKQVPGNFFQWDLSIHLYSSETMTWTTLVNDVLSGWRGGNESVI  729 
                      Y V++ +  QVP  ++QW+ +IHLY SE  TW +   ++L GWRGG+E VI 
Sbjct  186   H-------QYMVAVARCNQVPSEYYQWEFTIHLYESEINTWVSPFTELLIGWRGGDECVI  238 
 
Query  730   CNNVLYFMIYSTG----GSDHRHGLIAsnlssigspssgilMRSFIPMPCSLTCGRLMNL  897 
             C+ VLY+++YSTG     ++HRH L+  +LS+  + +S + M   IP+PC LTCGRLMNL 
Sbjct  239   CDGVLYYLVYSTGVLVNNNEHRHCLLMYDLSTRPTHTSLMSMA--IPVPCPLTCGRLMNL  296 
 
Query  898   RERLVIVGGIGKHDRPEVIKGIGIWVLKGKEWVEMAKMPQRFFQGFGEFDEVFASSGTDD  1077 
              ERLV+VGGIGK DRP +IKGIGIW L+ KEW E+A+MP +FFQGFGEFD+VFAS G DD 
Sbjct  297   NERLVLVGGIGKQDRPGIIKGIGIWELRNKEWHEVARMPHKFFQGFGEFDDVFASCGADD  356 
 
Query  1078  LVYIQSYGSPALLTFDMNLKYWRWSQKCPVTKKFPLQLFTGFCFEPRLEIA  1230 
             L+YIQSYGSPALLTF++N K W+WS K PVTK+FPLQLFTGF FEPRL+IA 
Sbjct  357   LIYIQSYGSPALLTFELNQKLWKWSLKSPVTKRFPLQLFTGFSFEPRLDIA  407 
 
Blast X: At3g16740 (Arabidopsis thaliana) et FBA (Os09g0479100) 
 
GENE ID:4347377 Os09g0479100 | Os09g0479100 [Oryza sativa Japonica Group] 
(10 or fewer PubMed links) 
 
 Score = 53.5 bits (127), Expect = 5e-05 
 Identities = 53/222 (24%), Positives = 96/222 (43%), Gaps = 18/222 (8%) 
 Frame = +1 
 
Query  19   LPRDLTEEVLSRIPVTSMRAVRFTCKKWNTLSKDRSFTKKHLRGARAAAKKKQTKEFQVI  198 
            LP+D+ E +L R+PV+++   R  CK+W+ + +D  F   H++ A         +E  V  
Sbjct  20   LPQDIVELILLRLPVSTLLRCRGVCKQWDGIIRDPQFAMVHIQRAPRRPLFFFQRENLVH  79 
 
Query  199  MMIQFRVYLYSVNLLNPSIERIGKLISLDVEDHVDISKIFHCGGLLLCITKDISRLVVWN  378 
            ++      L+     +PS     K +   +E   D      C G L+C+  D S + + N 
Sbjct  80   LLYPSEAILFD-EAWSPS-----KWVVPVIEP--DDFLCASCNG-LICLHSDKSTIKIAN  130 
 
Query  379  PYSGQ-TRWIKP-RNS-YHRLDRYALGYEEKNKSCRCYKILRFMDDYEDDRALRLIREFE  549 
              +G+    +KP RNS       Y+ G+    K    YK++ F+ D E           + 
Sbjct  131  LATGECMHLVKPVRNSKTDHFSYYSFGFHPVTKQ---YKVMHFLRD-EHLHVGTSFSIIQ  186 
 
Query  550  IYDLNSDSWKVVNVTPDWDVEFYHRG--LSLKGNTYWFAQEK  669 
            +Y L  + W+ V       +    R   +++ G  YW  +++ 








Annexe 5 : Les séquences nucléotidiques des F-box 
 




































































































































































Annexe 6 : Les séquences protéiques des F-box 
 
GID2. Poids moléculaire: 23336.7 KDa 
M K F R S D S S G G D E P R A P A A G D G G G G G D E P A K R Q R T D P S S S S S Q G E A S S S S Q P P P Q Q Q Q E E Q P P E 
D A G E G E Q P R V P D L G E D L V F E V L R R A E A R T L A A A A C V S R G W R Q L A E D E R L W E A A C V R E W A N L 
G F S E R Q L R A V V L S L G G F R R L H A V Y I R P L Q W R G A G V P R Q Q G R R Q P P V R L G R D Q V Q L S L S L F S I G 
F F Q N M P C P K K D K G N D S D K N G G G Q C G Stop 
 
ATFBL5. Poids moléculaire: 41010.1 KDa 
M V S G R S A N G E L D A C F R S L M L S I S S G R G Q A E G G G A M P T L S G W K D L P I E L L L R I M S I I G D D R M L V 
V A S G V C T G W R D A L G W G L T N L S L S R C Q Q N M N N L M I S L A H K F T K L Q V L T L R Q N I P Q L E D S A V E 
A V S N Y C H D L R E L D L S R S F R L S D R S L Y A L A R G C P Q L T K L N I S G C S N F S D T A L T Y L T F H C K N F K C 
L N L C G C G K A A T D R A L Q A I A R N C G Q L Q S L N L G W C E D V T D K G V T S L A S G C P D L R A L D L C G C V L I 
T D E S V I A L A T G C P H L R S L G L Y Y C Q N I T D R A M Y S L A N S R V K S K R R R W D S V R S S S S K E E D G L A N 
L N I S Q C T A L T P P A V Q A V C D S F P A L H T C P G R H S L I I S G C L S L T S V H C A C A L H P H R A G R T M V P S H 
A Y Stop 
 
FBK. Poids moléculaire: 40536.8 KDa 
 
M S T S A P T S S P E P P E F I R G S L I P A L P D D L A I H C V A L L P R A A H P S L A L V S R A F H T L L C R D P G P L L A A 
R R R L R L S D P H V I L S L R P P A S A S P L F F L L L P H P G W P P L P L P S P P V P V S S S S S V A V D G N R V F L F G G S 
V S G V P S P S V Q I L D P R T R S W S V G P R L S S P R E F A A A V A H S G V L F V A G G C V P S S P F W A E S L N L S S P 
D A K W S P V P S P P H F R E K W M H G S A S L A G K V L A V A D R G G L A Y D P A A P P T E A W A P V S P I L D M G W K 
G R A A V V G G I L Y S Y D Y L G Q V K G Y D P D T D C W S K V E G L E Q E L P K F L C G A T L A N V G E L L Y L V W E G 
K W K G K G K A K G K G E A R S M V V I D W A A I A V T K A E E G R L T G K V L S R D T I V F K D M P K G S A I T H C I A L 
E L Stop 
 
FBX; Poids moléculaire:46641.3KDa 
 
M L A M G S E E W E L Y P S S F I G A Q V I D Y G H V S G D M D D D Q S G D L A V S M D A V L P D D L L E K V L S F L P V 
A S V I R S G S V C K R W H E I V H A R R Q T W S K M V P Q K P W Y F M F T C S E E A V S G F T Y D P S L R K W Y G F D F P 
C I E K T T W S I S S S S G L V C L M D S E D R S R I I V C N P I T K D W K R L V D A P G G K S A D Y S A L A I S V T R T S H Q 
Y M V A V A R C N Q V P S E Y Y Q W E F T I H L Y E S E I N T W V S P F T E L L I G W R G G D E C V I C D G V L Y Y L V Y S 
T G V L V N N N E H R H C L L M Y D L S T R P T H T S L M S M A I P V P C P L T C G R L M N L N E R L V L V G G I G K Q D R 
P G I I K G I G I W E L R N K E W H E V A R M P H K F F Q G F G E F D D V F A S C G A D D L I Y I Q S Y G S P A L L T F E L N 
Q K L W K W S L K S P V T K R F P L Q L F T G F S F E P R L D I A S Stop 
 
 
TIR1. Poids moléculaire: 51414.7 KDa 
 
M V V T D E C L E M I A A S F R N F Q V L R L V S C D G F S T A G L A A I A A G C R H L R E L D L Q E N E I E D C S I H W L S 
L F P E S F T S L V T L N F S C L E G E V N I T V L E R L V T R C H N L K T L K L N N A I P L D K L A S L L H K A P Q L V E L G 
T G K F S A D Y H S D L F A K L E A A F G G C K S L R R L S G A W D A V P D Y L P A F Y C V C E G L T S L N L S Y A T V R G 
P E L I K F I S R C R N L Q Q L W V M D L I E D H G L A V V A S S C N K L Q E L R V F P S D P F G A G F L T E R G L V D V S A 
S C P M L E S V L Y F C R R M T N E A L I T I A K N R P N F T C F R L C I L E P H T P D Y I T R E P L D A G F S A I V E S C R G L 
R R L S I S G L L T D L V F K S I G A H A D R L E M L S I A F A G N S D L G L H Y I L S G C K S L K K L E I R D C P F G D K P L 
L A N A A K L E T M R S L W M S S C L L T L G A C R Q L A R K M P R L S V E I M N D P G R S C P L D S L P D E T P V E K L Y 
V Y R T I A G P R S D T P A C V Q I V Stop 
 
FBA. Poids moléculaire: 58580.6 KDa 
 
M A S K K A L A M Q P S K K I C M T L L P Q D I V E L I L L R L P V S T L L R C R G V C K Q W D G I I R D P Q F A M V H I Q R 
A P R R P L F F F Q R E N L V H L L Y P S E A I L F D E A W S P S K W V V P V I E P D D F L C A S C N G L I C L H S D K S T I K 
I A N L A T G E C M H L V K P V R N S K T D H F S Y Y S F G F H P V T K Q Y K V M H F L R D E H L H V G T S F S I I Q V Y T L 
G D E K W R D V R T P Q A L S L R C V E R S G V V N V G G A M Y W L T E D E E S V W K H A V V T F D L S E E L F Q W L Q 
L P A V D P A N Y V L G D P D Q W L I T E V D S N V S V S Y Y E T G K L H I W T I D S K I E Q S W S Q K Y N I R L S M L E V P 
G P H W I C G D K I I L H D F N K N L Y F Y E L M G K N S E I E S S K L V K Q L R F S P R N N M Q C F M F V K S L V R L D A F 
R K A G V V R R P K R Q E G W K L K K W E V W M D R L H R L E N H C R S I H D M K H K I Y E N A D K M G M E I K L D L Q 
Q T P D L D S S L R L I N W L E Y R R V L E I L C V N L D N M H E V L T V M N N T T G A A H N K E S H V A D Q G T S S S A V 
G I S G S Stop 
 






































Annexe 7. Diagramme schématique des gènes Skp1 (Kong et al, 2007) 
 
Le type I est caractérisé par la présence des domaines (Skp1-POZ et Skp1). Le type II, est 

















Annexe 8 : Représentation schématique des différentes protéines fusionnées à YFP 
En jaune est représentée la protéine YFP fusionnée à soit des OSK soit des F-box (en gris). 
Pour chaque OSK et F-box, le nombre d’acides aminés composant la séquence protéique est 

































Annexe 9. Méta-analyse de l’expression des gènes Skp1-like chez Arabidopisis thaliana  
A: Atlas anatomique de l’expression des gènes ASK en utilisant le site Genevestigator  
(https://www.genevestigator.com/gv/) . Pour un gène et un tissu donnés, le niveau d’expression est représenté 
en % du niveau maximal trouvé parmi l’ensemble des résultats microarray pour ce gène. Les gènes ASK 
présentent des profils d'expression différents. Les gènes Ask1, Ask2 et Ask6sont fortement et largement 
exprimées. ASK1 est fortement exprimée dans le cal alors que ASK2 est fortement exprimées dans les racines. 
B : Profil d’expression des gènes ASK. L’axe des y représente l’échelle de couleur qui correspond à la valeur 
des signaux des log2 de ratios. La partie gauche de l’axe des x représente l’arbre des clusters. Les 17 gènes ASK 
différentiellement exprimés sont regroupés en trois clusters. Le premier cluster regroupe les gènes ASK 
largement et fortement exprimés. Le deuxième cluster regroupe les gènes ASK moyennement exprimés. Le 
troisième cluster regroupe les gènes ASKfaiblement exprimés. C : Profil d’expression détaillé des gènes ASK1 ( 





















Annexe 10 : Tableau résumant l’ensemble des interactions ASK-F-box chez Arabidopsis 
thaliana (à partir de Boruc et al, 2010) 
 
  Nombre total d'interactions Interaction spécifique  ASK-Fbox Fbox-ASK 
ASK1 49 8 32 10 
ASK2 43 1 7 34 
ASK3 9 0 6 3 
ASK4 14 3 13 1 
ASK5 1 0 1 0 
ASK6 0 0 0 0 
ASK7 1 0 1 0 
ASK8 1 0 1 0 
ASK9 7 0 5 2 
ASK10 2 0 2 0 
ASK11 29 1 7 22 
ASK12 10 0 2 8 
ASK13 17 0 9 8 
ASK14 12 1 9 3 
ASK15 1 0 1 0 
ASK16 3 1 3 0 
ASK17 0 0 0 0 
ASK18 6 0 6 0 
ASK19 7   5 2 
ASK20 1 0 0 1 







Annexe 11: Analyse des séquences protéiques de OSK16 et OSK25, en utilisant le logiciel 
Expasy (http://expasy.org/tools). La séquence OSK25 possède dans sa séquence des signaux 
ou motifs de type NES (Nuclear Export Signal) (séquences riche en leucine de type : 
LXXLXL).   
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